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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce je zaměřena na studium fyzikálních hyaluronových gelů. Předmětem 
studia je interakce hyaluronanu (HyA) s opačně nabitými tenzidy ve fyziologickém roztoku 
(0,15 M NaCl) vedoucí k tvorbě gelu. V první části práce byl stanovován obsah sušiny 
v procentech (X) u připravených gelů a jejich příslušných supernatantů v závislosti 
na molekulové hmotnosti HyA, koncentraci roztoku HyA a tenzidu CTAB (poměr vazných 
míst na řetězci HyA a CTAB). Souhrnem lze říci, že snížení koncentrace HyA způsobuje 
navýšení hodnoty X a opačně. Na druhou stranu nárůst hodnoty X s rostoucí molekulovou 
hmotností HyA není tak patrný. U příslušných supernatantů byly učiněny analogické závěry 
jako u měření procentuálního obsahu sušiny v gelu. Průběh procesu sušení byl zaznamenáván 
pomocí sušinových křivek. Dále byly charakterizovány gely pomocí procesu botnání – 
určováno množství vody, jež je vysušený gel schopen pojmout zpět. Výsledky se shodují 
s měřením obsahu sušiny v gelu. V další části práce byly stanovovány reologické vlastnosti 
gelů pomocí oscilačního a tokového testu v závislosti na zvolené koncentraci, molekulové 
hmotnosti HyA a koncentraci CTAB. Velmi zajímavý fakt vyplývá z porovnání výsledků 
zásobních roztoků HyA s měřením vzorků gelů – u zásobních roztoků HyA je hodnota 
viskozity (při nízké smykové rychlosti) vyšší s rostoucí koncentrací HyA, kdežto u gelů je 
trend přesně opačný. Byla zjištěna analogie těchto výsledků s měřením frekvenčních testů 
i s pozorováním charakteru gelů. 
ABSTRACT 
The thesis is focused on physical hyaluronan gels. The object of study is the interaction 
of hyaluronan (HyA) with oppositely charged surfactants in physiologic solution 
(0.15 M NaCl), leading to the formation of gel. In the first part of work have been determined 
the solids´ contents (X) in gels and their supernatants in percentage and their correlation with 
molecular weight concentration of original HyA solution and the ratio of binding sites 
on hyaluronan chain and surfactant CTAB. To conclude, decrease in HyA concentration 
results in higher values of X and vice versa. On the other hand, increase in the value of X with 
increasing molecular weight of HyA is not so significant. Analogous conclusions have been 
made for supernatants and the amount of solids in gel. Drying process has been recorded 
by drying curves. Swelling process has been used for the characterization of gels. The 
percentage of water that can be absorbed by dried gel, was determined. The results are 
in agreement with the measurements of solids´ content in gels. In the next part, the correlation 
between rheological properties of gels and HyA concentration, HyA molecular weight and 
concentration of CTAB have been studied by the oscillation and flow tests. The samples with 
the highest molecular weight and concentration have the most viscoelastic character. The flow 
test confirmed the assumed pseudoplastic behavior of gels. A very interesting trend arose 
while comparing HyA concentrations and viscosity in stock solutions and gels. Whereas 
in stock solution viscosity (at low shear rate) is lower with increasing of HyA concentration, 
the situation was exactly the opposite in gels. The results are in agreement with frequency 
tests and observed character of gels. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Hyaluronan, hydrogel, tenzid, interakce, gelace, botnání, reologie, viskozita 
KEYWORDS 
Hyaluronan, hydrogel, surfactant, interaction, gelation, swelling, rheology, viscosity 
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1 ÚVOD 
Někdy i náhoda může dopomoci k světovému objevu. Jednoho dne musel Drahoslav Lím 
předčasně odejít z laboratoře a nedokončil rozpracovanou syntézu. Směs přes noc 
zpolymerovala v měkkou průhlednou hmotu. Hydrogel, použitelný jako základ kontaktních 
čoček, byl na světě [1]. 
Úspěch hydrogelů v regenerativní medicíně, tkáňovém inženýrství a dalších odvětvích tkví 
ve složení lidského těla. Voda se nachází v každé naší tělesné buňce. U dospělého člověka 
tvoří asi 60 % tělesné hmotnosti. Proto je výhodné pro biomedicínské aplikace využití 
materiálu, který by byl schopen pojmout do své struktury velké množství vody. Perspektivním 
materiálem se tak jeví hydrogely. Tyto tří-dimenzionální polymerní sítě mohou pojmout až 
1 000krát více vody, než je jejich hmotnost sušiny, což jim dává fyzikální vlastnosti podobné 
měkkým tkáním [2]. 
Atraktivním výchozím materiálem pro stavbu hydrogelů s požadovanými vlastnostmi může 
být hyaluronan (HyA). Tato bílá krystalická látka známá jako kyselina hyaluronová byla 
objevena Karlem Meyerem. Během posledních několika desetiletí se však vyvinula 
z jednoduchého všudypřítomného polysacharidu v jednu z nejvšestrannějších a fascinujících 
makromolekul. Hraje důležitou roli v mnoha biologických procesech a je využívána pro 
výrobu umělých matric v tkáňovém inženýrství, jelikož je biokompatibilní, biodegradabilní, 
bioaktivní, neimunogenní a netromboidní [3]. 
Tato diplomová práce se zabývá výzkumem v oblasti fyzikálních hyaluronových gelů. 
Předmětem studia je interakce hyaluronanu (HyA) s opačně nabitými tenzidy vedoucí 
k tvorbě gelu. Hyaluronan je tvořen záporně nabitými řetězci, proto výběr kationtových 
tenzidů nebyl náhodný. K fázové separaci za vzniku gelu dochází jen u několika typů tenzidů 
(C16TAB, C14TAB či TTAB), z nichž byl zvolen cetyltrimethylammonium bromid (C16TAB, 
dále jen CTAB). Vodný roztok chloridu sodného (NaCl) byl použit jako rozpouštědlo. 
Zvolená koncentrace 0,15 mol·dm−3 odpovídá fyziologickému roztoku, který je isotonický ke 
krevní plazmě a slouží jako nosné médium některých intravenózně podávaných léčiv. 
U komplexu nosiče a léčiva musí být zachována kompatibilita s lidským organismem, což je 
důležitá podmínka pro využití hydrogelů v medicíně při cílené distribuci léčiv. 
V první části práce byly pomocí fázové separace připraveny hyaluronové gely, jež byly 
charakterizovány spolu s příslušnými vzniklými supernatanty. Bylo stanovováno procentuální 
množství sušiny v gelu (případně supernatantu) v závislosti na molekulové hmotnosti 
hyaluronanu a koncentraci roztoku hyaluronanu a tenzidu – neboli poměru vazných míst 
na řetězci hyaluronanu a tenzidu. Průběh procesu sušení byl zaznamenáván pomocí 
sušinových křivek – závislost úbytku hmotnosti na čase. Dále bylo zkoumáno botnání gelů – 
určováno množství vody, jež je vysušený gel schopen pojmout zpět. K důkazu přítomnosti 
hydrofobních domén v hyaluronových gelech byla použita solubilizační metoda. 
V další části práce byly stanovovány reologické vlastnosti gelů pomocí oscilačního 
a tokového testu. V obou případech byl zkoumán vliv zvolené koncentrace a molekulové 
hmotnosti HyA a koncentrace CTAB (také vliv poměru vazných míst na řetězci HyA 
a CTAB). Měřením komplexních modulů v závislosti na úhlové frekvenci byl také stanoven 
tzv. „cross-over point“ (bod protnutí křivek viskózního a elastického modulu) pro určení 
viskoelastického charakteru gelu. Výsledkem tokového testu je závislost viskozity 
na smykové rychlosti – byly zaznamenány hodnoty viskozit při aproximovaných hodnotách 
nulové smykové rychlosti (limitní viskozita ) a její hodnotě v nekonečnu (asymptotická 
viskozita ) pomocí Crossova modelu.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Gely – obecná charakteristika 
Schopnost tvořit gely (gelace) mají některé koloidní disperze pevných látek v kapalinách. 
Ze strukturního hlediska jsou gely trojrozměrnou sítí vytvářející souvislou strukturu 
prostupující celým disperzním prostředím. Spojitý je tedy i disperzní podíl. Gely mají 
v důsledku uspořádání částic charakter odpovídající tuhému stavu, přestože je disperzní 
prostředí kapalné. Obecně se gelem rozumí systém obsahující kapalné disperzní prostředí a je 
nazýván lyogelem [4]. Koloidní velikost je charakteristická pro disperzní částice, jejich 
spojováním vzniká síťovitá struktura gelu, přesto je možná tvorba gelů 
i v mikroheterogenních systémech [5]. 
2.1.1 Vznik gelů 
Jestliže se vytvoří mezi makromolekulami lineárního polymeru nebo jeho roztoku 
dostatečné množství spojů, může dojít ke vzniku sítě. Tyto uzly mohou vznikat dvěma 
hlavními způsoby – chemickou reakcí či působením fyzikálních sil. Dle nich dělíme gely 
na kovalentně a fyzikálně síťované gely. Obecně je proces vzniku gelů nazýván gelace [6]. 
2.1.1.1 Vliv vlastností na proces gelace vysokomolekulárních látek 
Mezi faktory ovlivňující proces gelace patří teplota, koncentrace, pH či mechanické 
působení. Zvýšení teploty obvykle zabraňuje vzniku gelu, kdežto růst koncentrace tvorbu 
podporuje; pH má vliv na gelaci amfoterních polyelektrolytů, přičemž probíhá gelace nejlépe 
při hodnotě pH odpovídající izoelektrolytickému bodu. Gely vykazující anizotropní chování 
mají odlišné mechanické vlastnosti v různých směrech [4]. 
2.1.2 Vlastnosti gelů 
Disperzní prostředí gelů je kapalné, na druhou stranu mají v důsledku uspořádané struktury 
mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhý stav [5]. Při menších napětích se gely 
nedeformují trvale, nýbrž vratně – projev elasticity [6]. Gely jsou ale schopny odolávat 
tečnému napětí jen do jisté kritické hodnoty napětí – ta závisí na koncentraci vazeb a na jejich 
pevnosti. Značně elastické jsou obvykle reverzibilní gely s menším počtem kovalentních 
vazeb. Vyšší počet vazeb omezuje možnost změny tvaru makromolekuly – prostorová síť se 
stává rigidnější. U některých gelů s fyzikálními spoji se projevují tixotropní vlastnosti [5]. 
Difuzivita nízkomolekulárních látek v gelu je jen o něco málo nižší než v roztoku, z něhož 
gel vznikl. Elektrická vodivost hydrogelů obsahujících soli se příliš nemění vzhledem 
k původnímu roztoku. Na druhou stranu je difuzní i elektroforetická pohyblivost snížena 
u velkých molekul rozpuštěných v gelu, pokud jsou jejich rozměry souměřitelné se 
vzdálenostmi mezi nejbližšími uzly sítě [6]. 
2.1.3 Rozdělení gelů 
Gely lze dělit na základě mnoha hledisek. Kromě klasifikace gelů dle povahy spojů, je 
možno gely dělit na základě chování ve vysušeném stavu (xerogelu) na: 
 Reverzibilní (vratné) gely – přijetím disperzního prostředí (botnáním) jsou schopny se 
vrátit do původního stavu před vysušením, toto chování je typické pro makromolekulární 
gely. 
 Ireverzibilní (nevratné) gely – při styku vysušeného gelu s disperzním prostředím 
nedochází ke zpětnému vzniku lyogelu [4]. 
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2.1.4 Fyzikálně síťované gely 
Působením fyzikálních sil (vodíkové můstky, van der Waalsovy a polární síly) dochází 
ke spojování úseků polymerních řetězců a tím ke vzniku fyzikálně zesíťovaných gelů [4]. 
Takto vzniklé spoje jsou mnohem vetší než kovalentní uzly [6]. Většinou se vyskytuje více 
uzlových oblastí u jedné makromolekuly, přičemž se tyto zapojené úseky střídají s volnými 
úseky, jež si zachovávají ohebnost i tepelný pohyb [4]. 
Snížením afinity vysokomolekulární látky k rozpouštědlu (snížení teploty, zvýšením 
koncentrace či zhoršením kvality rozpouštědla) dochází k asociaci mezi jednotlivými řetězci. 
Amorfní gely (Obr. 1 a) vznikají při nepravidelné asociaci makromolekul, pokud dochází 
k rovnoběžnému uspořádávání lineárních makromolekul a vzniká v oblastech spojů 
krystalická mřížka – tvorba krystalitů (Obr. 1 b) [4]. Jako fyzikální uzly mohou působit také 
zapleteniny (Obr. 1 c). Nejsou projevem přitažlivých sil – jednotlivé řetězce si brání ve 
volném pohybu [6]. Další možností tvorby fyzikálních síťovaných gelů je fázová separace – 
oddělení koncentrované a zředěné části např. při ochlazení roztoku amorfního polymeru pod 
kritickou rozpouštěcí teplotu [4]. 
 
Obr. 1 Síťovitá struktura vysokomolekulárních gelů: (a) amorfní gel (b) gel s krystalickými 
oblastmi (c) zapleteniny [4] 
U fyzikálně síťovaných gelů dochází časem ke zdokonalování struktury přeskupováním 
řetězců. Tento proces nastává pomalu i u gelů, jejichž spojné oblasti mají dlouhou životnost. 
Časem tedy nastávají dodatečné reorganizační procesy spojené se snižováním Gibbsovy 
energie. Tento jev nazýváme zrání gelu. Může vést ke zvýšení počtu uzlů a tím snížit 
botnavost – to způsobí vyloučení jistého množství rozpouštědla ze struktury gelu. Proces je 
označován jako synereze [6]. 
2.1.5 Uzlové oblasti – mechanizmy vzniku a struktura 
Kovalentní uzly lze pokládat za trvalé a stálé, na druhou stranu fyzikální spoje mohou 
vznikat a zanikat. Jednotlivé fyzikální gely se velmi liší životností a pevností uzlů, což je 
velmi důležitý parametr pro reologické studium. Elasticita silných gelů odpovídá kovalentním 
gelům, kdežto slabé gely se chovají elasticky pouze při malých mechanických napětích. Při 
vyšších napětích dochází k zániku uzlů a rozpadu sítě. Soustava se deformuje trvale po 
překročení kritické hodnoty napětí zvané statická mez toku. Mechanizmů vzniku uzlových 
oblastí je několik, tato diplomová práce je zaměřena na gely vzniklé asociací specifickými 
interakcemi [6]. 
2.1.5.1 Asociace specifickými interakcemi 
Vodíkové vazby patří mezi nejznámější fyzikální vazby, jejichž životnost je velmi krátká – 
neustále zanikají a obnovují se. Pro tvorbu dostatečně pevných spojů je důležitá součinnost 
vícero interakcí – umožněno charakterem specifických interakcí, jejich účinek lze sčítat [6]. 
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2.1.6 Botnání 
Botnání je proces, při kterém dochází k pohlcování nízkomolekulárního rozpouštědla 
xerogelem, jež zvyšuje svou hmotnost i objem. Obecně máme dva typy botnání: omezené 
a neomezené. V případě omezeného botnání se zastaví proces pohlcování kapaliny xerogelem 
ve stádiu lyogelu. Pro neomezené botnání za přítomnosti dostatečného množství rozpouštědla 
zanikají styčné body a jednotlivé makromolekuly přecházejí do roztoku. Tento druh botnání 
je typický pro xerogely s fyzikálními spoji [4]. 
2.1.6.1 Botnání gelů elektrolytů (ionogenních) 
Síťovitá struktura těchto typů gelů je tvořená polyelektrolytem, jehož řetězce obsahují 
skupiny schopné elektrolytické disociace [6]. Botnání těchto gelů je do značné míry 
ovlivněno přítomností elektrolytů a hodnotou pH roztoku [5]. V přítomnosti vody či vodného 
roztoku soli se ustanoví botnací rovnováha s podobnými vlastnostmi membránové rovnováhy 
[6]. Nabotnalý gel ve styku s vodným roztokem může být přirovnán k roztoku 
polyelektrolytu, který je od vodné fáze oddělen polopropustnou membránou. Síťovitá 
struktura gelu zaujímá roli membrány a řetězec mezi dvěma spoji odpovídá 
vysokomolekulárnímu iontu. Probíhá-li proces botnání v čisté vodě, jsou v síťovité struktuře 
gelu přítomny malé ionty, jež vznikly disociací postranních skupin řetězce (Obr. 2 A). Pouze 
malé množství protiiontů může přejít do vody díky podmínce elektroneutrality. Velký rozdíl 
koncentrací protiiontů v gelu a ve vodě zvyšuje snahu molekul vody přecházet do gelu. 
Nedisociovaný gel se stejnou strukturou má botnavost mnohem nižší (Obr. 2 B). 
V přítomnosti nízkomolekulárního elektrolytu ve vodné fázi mají membránové rovnováhy 
opačný charakter [5]. 
 
Obr. 2 (A) Botnání gelu vysokomolekulárního elektrolytu (B) nedisociovaný gel se stejnou 
strukturou v čisté vodě [5] 
2.1.7 Vyuţití gelů 
Ať už v samotné přírodě, v lékařství či v mnoha odvětvích průmyslu mají gely důležité 
místo. Gelace je důležitá při různých procesech (výroba vláken, aplikace lepidel, zpracování 
kůží a další) a v mnoha odvětvích např. ve sklářství, potravinářství či farmacii [4]. 
Gely, přesněji hydrogely, mohou být také vytvářeny pro uvolňování specifického léčiva, 
proteinu, peptidu či jiných látek [39]. Využití hydrogelů a hyaluronových gelů je blíže 
popsáno v kapitole Současný stav řešené problematiky. 
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2.2 Reologie 
Termín reologie je odvozen z řeckého slova „rheos“ („ῥέος“) [7], jež znamená proud či tok 
a „logos“ s významem věda [8]. Tělesa působením vnější síly mění svůj tvar – dochází 
k jejich deformaci. Reologie popisuje odezvu různých materiálů na toto působení. Ideální 
pevné látky se deformují elasticky – po odeznění vnější síly se vrátí do původního stavu 
(odezva dle Hooka), kdežto kapalný systém zůstane ve stavu, do kterého byl působením 
vnější síly přiveden - jedná se o deformaci trvalou, pro niž je typická přeměna práce 
(vynaložená na překonání třecích sil) na teplo (spojeno s disipací energie) [6]. Systémy ležící 
mezi těmito dvěma extrémy se nazývají viskoelastické [4]. 
Ve skutečnosti bude materiálová odezva na vnější sílu záviset na době, po kterou tato síla 
působí. Pevné materiály se mohou chovat jako kapaliny, pokud zvolíme čas pozorování velmi 
až nekonečně dlouhý. Na druhou stranu mnoho kapalin se může jevit jako pevné látky při 
zvolení krátké doby pozorování [8]. Tento jev lze popsat pomocí Debořina čísla, jež je 






kde tR je čas relaxační a představuje dobu potřebnou k přizpůsobení daného materiálu 
na aplikované napětí či deformaci; doba trvání experimentu je značená tP. Rozdíl mezi pevnou 
a kapalnou látkou lze vyjádřit velikostí Debořina čísla. Ideálně elastické materiály jsou 
charakteristické nekonečně vysokou hodnotou Debořina čísla, jelikož je tR rovno nekonečnu. 
Pro ideální viskózní kapaliny platí: tR = 0, De = 0. Mezi těmito stanovenými ideálními 
materiály leží nenewtonské látky s viskózním i elastickým charakterem. Chování, jež 
převažuje, lze určit pomocí velikosti Debořina čísla [9]. 
2.2.1 Viskozita 
Základní model pro stanovení reologických parametrů se skládá ze dvou paralelních desek 
s plochou A a vzdáleností h. Spodní deska je pevná a horní se vůči ní pohybuje v tečném 
směru rychlostí v. Kapalina po povrchu tuhé desky neklouže, ale přilíná k ní vlivem 
mezimolekulárních sil. Z toho můžeme usuzovat pohyb horní vrstvy kapaliny rychlostí v, 
kdežto rychlost kapaliny přilnuté k povrchu dolní desky bude nulová, čímž se ustaví mezi 
deskami gradient rychlosti. Díky viskozitě vzniká v každé vrstvě napětí, v celkovém účinku 
dolní deska brzdí horní desku vlivem viskózní kapaliny [6]. 
 
Obr. 3 Rychlostní profil toku v kapalině mezi nepohyblivou a pohybující se deskou [10] 
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Pohyb kapaliny mezi deskami je vyvolán jistým smykovým napětím působícím v kapalině 
na smáčené ploše horní desky. Tečné napětí  lze definovat jako sílu F působící na jednotku 











  (3) 
Pro všechny plyny, většinu čistých kapalin a mnoho roztoků především nízkomolekulárních 
látek je viskozita dobře definovanou veličinou. Konstantní viskozita nezávislá na smykové 
rychlosti (Obr. 4) je vlastností charakteristickou pro newtonské kapaliny. Pro tyto látky platí 
Newtonův zákon: Tečné napětí mezi dvěma paralelními rovinami tekutiny je přímo úměrné 





d x , (4) 
kde  je tečné napětí, du je vzájemná rychlost pohybu smykových rovin vzdálených o dx, 
du/dx je gradient rychlosti [10]. Konstanta úměrnosti  se nazývá dynamická viskozita a je 
mírou vnitřního odporu [4]. Kinematickou viskozitu ν lze vyjádřit jako poměr dynamické 
viskozity a hustoty [12]. 
 
Obr. 4 Závislost tečného napětí a dynamické viskozity na smykové rychlosti ideálně 
viskózních kapalin [13] 
2.2.2 Nenewtonské kapaliny 
Existuje mnoho reálných kapalin, jejichž vlastnosti nelze popsat lineárním modelem 
a nemohou být zahrnuty do teorie Newtonovských kapalin [11]. Jejich viskozita  není 
konstantní, ale závislá na velikosti tečného napětí nebo na rychlostním gradientu. Disperzní 
látky s touto charakteristikou nazýváme nenewtonské [4]. Mezi tyto kapaliny zahrnujeme 
různorodé substance jako například polymerní roztoky, disperzní roztoky, barviva (konkrétně 
tixotropní barvy, synoviální tekutinu, taveniny, krev v oblasti nízkých smykových rychlostí) 
[11]. Zdánlivá viskozita může s rostoucím rychlostním gradientem vzrůstat nebo klesat. 
Obecně lze popsat viskózní nenewtonské kapaliny (časově nezávislé) pomocí jednoduché 
závislosti tečného napětí na smykové rychlosti. Systémy s těmito vlastnostmi se nazývají: 
pseudoplastické, plastické a dilatantní (Obr. 5) [11]. 
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Obr. 5 Závislost tečného napětí a viskozity na rychlostním gradientu – (a) newtonské, 
pseudoplastické (b) plastické, kde τd je dynamická (Binghamova) mez toku, τs je statická mez 
toku (c) dilatantní systémy [4] 
Jev, kdy dochází k poklesu zdánlivé viskozity s rostoucím rychlostním gradientem, se 
nazývá pseudoplasticita [4]. Kapaliny tohoto typu nevykazují žádnou mez toku a při 
vysokých smykových rychlostech se viskozita kapaliny blíží k jisté hraniční hodnotě [11]. 
Zatímco newtonské i pseudoplastické kapaliny tečou při sebemenším napětí (křivka závislosti 
napětí na rychlostním gradientu vychází z počátku soustavy souřadnic), plastické soustavy se 
chovají při malém napětí jako tuhá tělesa a deformují se jen elasticky. Při určité hodnotě 
napětí (statická mez toku ) se začíná rozrušovat struktura materiálu a dochází k trvalé 
deformaci. Rychlostní gradient stoupá nejprve zvolna až do bodu, kdy křivka dosáhne 
přímkové části. Hodnota napětí, odečtená jako průsečík přímkové části s osou, se označuje 
jako Binghamova neboli dynamická mez toku  [4]. Dilatantní kapalina má stejně jako 
pseudoplastická kapalina nulovou mez toku , ale její zdánlivá viskozita se zvyšuje 
s rostoucí smykovou rychlostí [11]. 
2.2.3 Měření viskozity 
K měření viskozity se běžně používají průtokové, pádové a rotační viskozimetry – pouze 
pomocí posledního typu lze dostatečně charakterizovat tokovou křivku nenewtonských 
kapalin [10]. Rotační reometry sestávají ze dvou hlavních částí – jedna se otáčí konstantní 
úhlovou rychlostí (rotor), druhá je statická (stator). Přístroj se skládá ze dvou soustředných 
válců či lze použít k měření geometrii kužel-deska či deska-deska (Obr. 6). Každá 
z konfigurací je vhodná pro určitý typ materiálu (konzistence vzorku) a typu měření [4]. 
Speciálním případem rotačního viskozimetru s dvojicí koaxiálních válců je tzv. double-gap 
s oběma válci dutými – ty lze do sebe zasunout a měření probíhá ve dvou štěrbinách (Obr. 6). 
Slouží spíše pro vzorky s viskózním charakterem. Výhoda tohoto zařízení spočívá v nízké 
spotřebě vzorku, na druhou stranu výměna vzorku je pracná a časově náročná – zahrnuje 
částečné rozebrání geometrie [14]. 
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Obr. 6 Geometrie rotačního reometru: (a) válec-válec (b) double-gap (c) kužel-deska 
(d) deska-deska [14] 
Rychlost smykové deformace se počítá z úhlové rychlosti rotující části, kdežto smykové 
napětí je určeno krouticím momentem [12]. V podstatě existují dva režimy – nastavení 
konstantního smykového napětí a měření smykové deformace nebo opačně (nastavíme 
rychlost smykové deformace a měříme smykové napětí) [14]. 
Rotační viskozimetry lze použít i k měření nenewtonských kapalin, jelikož umožňují měřit 
úhel pootočení v závislosti na rychlosti otáčení. Geometrie deska-deska (Obr. 6) je vhodná 
i pro měření vzorků gelů, čehož bylo využito v této diplomové práci. Dále lze použít pro 
stanovení viskozity kapalin kapilární či Hopplerův viskozimetr [4]. 
2.2.4 Biopolymerní materiály – polymerní gely 
Biopolymery se vyskytují zpravidla jako kapaliny v roztoku, i když některé mohou tvořit 
měkká tělesa (gely) [8]. Polymerní gely vytváří sítě, které se chovají jako viskoelastické 
pevné látky. Gely jsou měkké a deformovatelné, na druhou stranu mohou dobře držet svůj 
tvar a být pevné. V závislosti na struktuře polymeru lze polymerní gely dělit na silné, slabé či 
tzv. pseudo gely. Chemicky zesíťované polymerní gely jsou považovány za silné gely a jejich 
jednotlivé můstky jsou trvalé. Koloidní gely a některé gely biopolymerů patří mezi slabé gely 
a obsahují vazby náchylné na zničení. Mezi pseudo gely se někdy řadí zapleteniny. Síla gelu 
je charakterizována rovnovážnými moduly. Gel může být slabší s rostoucím prostorem mezi 
řetězci. Polymerní gely jsou viskoelastické pevné látky. Měřené parametry jsou vysoce 
závislé na mikrostruktuře gelu a přítomnosti defektů [15]. 
2.2.5 Viskoelastické testy 
Pro stanovení viskoelastických vlastností materiálů lze využít dva typy viskoelastických 
testů – statický a dynamický. Prvně jmenovaný není příliš v praxi rozšířen, patří zde 
např. creepový test – materiál je umístěn pod konstantní napětí a je sledována deformace 
v závislosti na čase [15]. Naproti tomu dynamické testy především oscilační jsou široce 
využívané a také předmětem této diplomové práce. 
2.2.5.1 Oscilační test 
Takzvané „soft“ materiály (propojení vlastností neuspořádané formy na úrovni molekul 
a uspořádané struktury celku; jsou snadno deformovatelné tepelným namáháním či změnou 
teploty [16]) jako jsou koloidní suspenze, emulze, pěny nebo polymerní systémy jsou 
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využitelné v mnoha průmyslových odvětvích, přičemž mnohdy je jejich klíčovou vlastností 
mechanické chování. Charakteristika mechanického chování materiálů je komplikována 
skutečností, že mnoho materiálů je viskoelastických. Pomocí oscilační reologie je možné 
kvantifikovat viskózní i elastické vlastnosti materiálů a tím získat informace o strukturních 
a dynamických vlastnostech systému [17]. 
Pomocí creepového testu a extrakčních technik lze zjistit, zda je materiál gelem či nikoli. 
Naproti tomu oscilační reologie je velmi citlivou metodou pro zjištění kritického bodu gelace 
– bod, kdy se materiál mění z viskoelastické kapaliny na viskoelastickou pevnou látku [17]. 
Principem měření na oscilačním reometru je umístění vzorku mezi dvě desky (Obr. 7), 
přičemž jedna deska je pohyblivá (spodní) a druhá statická (horní). Časově závislá deformace 
působí na vzorek, časově závislé napětí je kvantifikováno měřením krouticího momentu, jež 
je přenášen na horní stacionární desku. Lineární oscilační reologie nám tedy podrobuje 
materiál malé oscilační deformaci ve formě [17]: 
, (5) 
kde γ je deformace („strain“), A je amplituda, ω je frekvence oscilace, přičemž je měřena 
výsledná odezva napětí daného materiálu v závislosti na frekvenci [15]. Měřením této odezvy 
získáváme klíč k rozdílu mezi jednotlivými materiály (Obr. 7) [17]. Pro ideální elastické 
pevné látky je napětí úměrné namáhání (deformaci) [15] a proporční konstanta je modul 
daného materiálu. Pro tento typ materiálu je napětí vždy ve fázi se sinusoidní křivkou 
aplikovaného namáhání (Obr. 7 b1). Na druhou stranu pokud je materiál ideální viskózní 
kapalina, tak je napětí úměrné rychlosti deformace a není ve fázi s křivkou deformace jak je 
vidět z Obr. 7 b2; proporční konstanta je viskozita kapalin. Odezva viskoelastických pevných 
látek jako jsou gely, leží někde mezi těmito dvěma extrémy (Obr. 7 b3) [17]. 
 
Obr. 7 a) Schéma reometru – geometrie deska-deska b) Odezva napětí v závislosti na 
aplikovaném namáhání pro elastickou pevnou látku, viskózní kapalinu a viskoelastický 
materiál [17] 
Komplexní modul pružnosti ve smyku G může být rozdělen do dvou částí – elastický 
(paměťový) modul G´ a viskózní (ztrátový) G´´. Paměťový modul je ve fázi s deformací, 
charakteristika ideálně elastické pevné látky (Obr. 7 b1), naproti tomu ztrátový modul není 
ve fázi s aplikovanou deformací – příspěvek fluidního chování, viskózní kapalina (Obr. 7 b2). 
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Materiály se budou chovat jako viskózní tzv. „liquid-like“ (kapalné) při vysoké hodnotě 
ztrátového úhlu δ. Na druhou stranu ztrátový úhel δ menší než 1 je charakteristický pro 
elastické „solid-like“ (pevné) materiály [15]. 
2.3 Hyaluronan 
2.3.1 Úvod 
Sulfátové glykosaminoglykany (GAG) byly prvně izolovány ke konci 19tého století, ale 
teprve rok 1934 přinesl světu bílou krystalickou látku – kyselinu hyaluronovou [18]. Tato 
neznámá substance byla izolována Dr. Karlem Meyerem a jeho asistentem Johnem Palmerem: 
„Z očního sklivce skotu byl extrahován polysacharid s vysokou molekulovou hmotností…jako 
hlavní složky byly určeny uronová kyselina a aminopolysacharid… tato substance zdá se být 
unikátní u vyšších živočichů a může být srovnávána s některými polysacharidy nacházejícími 
se u bakterií…navrhujeme název kyselina hyaluronová odvozený ze slov hyaloid znamenající 
sklivcový, skelný a uronové kyseliny.“ Přesto trvalo ještě mnoho let, než byla zjištěna přesná 
struktura této makromolekuly [19]. 
Za fyziologických podmínek se kyselina hyaluronová nenachází v podobě protonované 
kyseliny, ale ve formě polyaniontu jako sodná či draselná sůl, a proto je nazývána hyaluronan. 
Tato bílá látka patří do skupiny polysacharidů přesněji mukopolysacharidů, které se přirozeně 
vyskytují ve všech živých organismech. Na rozdíl od ostatních zástupců glykosaminoglykanů 
hyaluronan neobsahuje sulfátovou skupinu. Je považován za nejjednodušší GAG a právě tato 
jednoduchost ve struktuře je pravděpodobně klíčem k jeho úspěchu během evoluce – vyvinulo 
se mnoho proteinů schopných vázat hyaluronan a také enzymy odpovědné za jeho syntézu 
a degradaci. Z těchto důvodů jsou prakticky všechny buňky u obratlovců schopny produkovat 
hyaluronan [18]. 
2.3.2 Struktura 
Uronová kyselina a aminopolysacharid byly pokládány za hlavní jednotky hyaluronanu již 
K. Meyerem a jeho asistentem J. Palmerem, ale až později byla blíže určena struktura této 
striktně lineární molekuly. Dnes již víme, že uronová kyselina a aminopolysacharid 
představují D-glukuronovou kyselinu a N-acetyl-D-glukosamin, jež jsou spojeny pravidelně 
se střídajícími β-1,4 a β-1,3 glykosidickými vazbami (Obr. 8). Základní struktura 
hyaluronanu je vytvářená touto neustále se opakující disacharidovou jednotkou, jejíž 
glukózový charakter ovlivňuje řadu vlastností hyaluronanu. Tato primární struktura se podílí 
na vzniku sekundární struktury v roztoku. Všechny malé atomy vodíku zaujímají axiální 
pozice – méně výhodné, kdežto objemné skupiny jako jsou karboxylová část, hydroxyly 
a příslušný anomerní uhlík se nachází v pozicích ekvatoriálních, rovníkových, tedy stericky 
výhodných (Obr. 8). Toto uspořádání je umožněno beta konfigurací glukózy a je energeticky 
velmi stabilní [20]. 
Hyaluronan je polyaniontem, jelikož za neutrálního pH jsou karboxylové skupiny 
ionizovány a každá disacharidová jednotka nese záporný náboj. Obvykle tvoří hyaluronan 
draselnou či sodnou sůl, čímž je zachována elektroneutralita [18]. 
































Obr. 8 Základní struktura hyaluronanu, disacharidová jednotka spojena β-1,4 a β-1,3 
glykosidickou vazbou. Atomy vodíku zaujímají axiální polohy (červeně), objemné skupiny 
ekvatoriální a jsou značeny modře 
Hyaluronan je jediný glykosaminoglykan syntetizován v cytoplazmě na plasmatické 
membráně, jehož řetězec roste směrem do extracelulárního prostředí, což způsobuje velký 
stupeň polymerizace [18]. Počet disacharidových jednotek v dokončené molekule 
hyaluronanu dosahuje 10 000 i více. Molekulová hmotnost celé molekuly se blíží 
ke 4 milionům daltonů. Jedna disacharidová jednotka má molekulovou hmotnost přibližně 
400 daltonů a její průměrná délka je 1 nm. Molekula obsahující 10 000 opakujících se 
jednotek dosahuje délky 10 µm, což odpovídá velikosti lidského erytrocytu [20]. 
2.3.3 Chování hyaluronanu ve fyziologickém roztoku 
Mnoho faktorů, jako je např. chemická struktura disacharidové jednotky, ovlivňuje chování 
hyaluronanu ve fyziologickém roztoku. Dále vnitřní vodíkové vazby stabilizují strukturu 
pomocí můstků mezi jednotlivými cukry v disacharidové jednotce: tedy mezi hydroxylovou 
skupinou D-glukuronové kyseliny a acetylovou skupinou N-acetyl-D-glukosaminu (Obr. 
9 A). V neposlední řadě interakce s rozpouštědlem pomocí vodíkových vazeb je příčinou 
značné hydrofility hyaluronanu (Obr. 9 B) [20]. 
 
Obr. 9 Znázornění (A) vodíkového můstu mezi sacharidovými jednotkami stabilizujícího 
molekulu, (B) interakce HyA s rozpouštědlem (vodou) přes vodíkový můstek 
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2.3.4 „Two-fold helix“ 
Sacharidové jednotky mají relativně pevně daný tvar. Spojnici mezi nimi vytváří 
glykosidická vazba obsahující kyslíkový atom. Z každého takového atomu vychází dvě vazby 
vytvářející tak podobu tvaru písmene V. Substituenty (sacharidové jednotky) nacházející se 
na konci každé vazby mohou rotovat o 360 °. Získali bychom tak enormní množství možných 
konfigurací dané molekuly. Ve skutečnosti ze sterických důvodů není konformace molekuly 
náhodná, každá disacharidová jednotka je pootočená o 180 ° – dvě pootočení nám dávají 
původní konfiguraci. Tato struktura je označována jako „two-fold helix“ neboli dvakrát 
stočená šroubovice a je typická i pro chondroitin, keratan či dermatan sufát [21]. 
Ve fyziologickém roztoku zaujímá molekula konformaci náhodně svinuté stuhy (Obr. 10) 
[22]. Axiální atomy vodíku se nachází na nepolární, relativně hydrofobní straně stuhy, 
zatímco rovníkové (ekvatoriální) postranní řetězce tvoří polární, hydrofilní tvář. Tento model 
mimo jiné získal přídomky červovitý řetězcový [20]. Poloměr otáčení je asi 200 nm, čímž se 
vytváří vysoce hydratovaná struktura, jež zaujímá ve vodném roztoku objemnou doménu 
(Obr. 10) a obsahuje přibližně 1 000krát více vody než samotný polymer. Hlavní podíl vody 
je mechanicky imobilizován ve struktuře a ne chemicky vázán na polysacharid [22]. 
 
Obr. 10 Fyziologický roztok: charakteristická konformace náhodně svinuté stuhy. Axiální 
atomy vodíku se nachází na hydrofobní červené straně stuhy. Modrá strana stuhy je 
hydrofilní, tvořena objemnými skupinami. Vysoce hydratovaná struktura – doména 
hyaluronanu [20] 
2.3.5 Sterické bránění hyaluronové sítě  – doména 
Za fyziologických podmínek se molekuly hyaluronanu proplétají a tvoří síť řetězců, jež 
zaujímá velký objem [22]. Tato doména (Obr. 10) má důležitý následek. Malé molekuly 
(voda, elektrolyty a živiny) mohou volně difundovat rozpouštědlem v doméně, zatímco velké 
molekuly (proteiny) jsou částečně nebo zcela vyloučeny [20]. Jedná se tedy o sterickou 
zábranu, jež zpomaluje difúzi molekul omezením jejich pohybu a ne o vliv viskozity 
prostředí. Tato difúzní bariéra je schopna regulovat přepravu, ale také zabránit penetraci 
molekul v závislosti na velikosti. Díky těmto vlastnostem hyaluronan a další polysacharidy 
regulují distribuci a transport plasma proteinů v tkáních [22]. Zajímavým faktem je, že řetězce 
hyaluronanu jsou v neustálém pohybu a tím pádem efektivní póry v síti hyaluronanu mění 
svou velikost v čase. Statisticky se mohou vytvářet póry všech velikostí, což znamená 
v principu, že všechny molekuly mohou projít skrz hyaluronovou síť ale s různou 
pravděpodobností [20]. 
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2.3.6 Hydrofobní oblasti a jejich důsledky – síťování hyaluronanu  
Obecně se hydrofobní molekuly shlukují ve vodném prostředí a tím redukují povrch 
s hydrofilním rozpouštědlem. Je to dáno dalekosáhlým účinkem hydrofobních míst 
(hydrophobic patches, Obr. 11) ve vodném prostředí. Působením těchto hydrofobních 
interakcí se ale nevytváří žádná chemická vazba [21]. 
Sekundární struktura hyaluronanu je rovinná, připomínající tvar pásky. Obě dvě strany jsou 
identické, ale antiparalelní – jedna strana pásky běží v opačném směru k druhé (Obr. 11 C) 
[21]. Za pomoci hydrofobních míst mohou molekuly hyaluronanu agregovat mezi sebou – 
pokud hydrofobní úsek interaguje reverzibilně s jinou srovnatelnou hydrofobní oblastí na jiné 
molekule hyaluronanu nebo v jiné části stejné molekuly [20]. Z důvodu anti-paralelity mohou 
agregáty růst v obou směrech – možnost stejných procesů na obou stranách [21]. 
 
Obr. 11 Řetězce molekuly hyaluronanu – A a B. Kruhy představují acetamidovou skupinu, 
čtverce karboxylovou. Červené oblasti reprezentují hydrofobní místa. C – Tečkované čáry 
ohraničují jednotlivé sacharidové jednotky. Hydrofobní místa jsou znázorněná opět červeně – 
zprostředkovávají interakci mezi dvěma řetězci hyaluronanu. Ukázka anti-paralelity dvou 
řetězců [21] 
Elektrostatická repulse mezi mnoha negativními místy na řetězci by mohla způsobit 
disociaci agregátů. Je jí zabráněno hydrofobními interakcemi ale také vodíkovými vazbami 
mezi acetamidovými a karboxylovými skupinami. Díky těmto interakcím působícím na velmi 
krátkou vzdálenost dochází právě ke komplementaritě mezi dvěma cukernými kruhy [21]. 
K síťování dochází již při nízkých koncentracích hyaluronanu. Se zvyšující se koncentrací 
hyaluronanu roste síla jednotlivých větví sítě. Každá molekula hyaluronanu je spojena 
s ostatními a často vysokomolekulární hyaluronová sít nemá začátku ani konce a stává se 
nekonečnou. Sítě jsou uspořádané díky sekundární struktuře, jež určuje tvar agregátů. 
Interakce, které spojují síť, jsou poměrně slabé a může dojít k disociaci a zpětně k agregaci 
v závislosti na okolních podmínkách [21]. 
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2.3.7 Viskoelastické vlastnosti  
Sítě vysokomolekulárního hyaluronanu s vysokou koncentrací v roztoku vykazují odlišné 
vlastnosti vzhledem k izolovaným molekulám hyaluronanu. Mohou odolat rychlému toku 
kapaliny skrz síť po krátkou dobu – elastické vlastnosti spojené s přenosem zatížení v rámci 
sítě. Na druhou stranu déle trvající pomalý tok může způsobit separaci a uspořádání molekul 
do jedné roviny, což umožňuje jejich pohyb a projev viskózních vlastností [20]. 
2.3.8 Biosyntéza a degradace 
Hyaluronan je syntetizován v plazmatické membráně na rozdíl od ostatních 
glykosaminoglykanů vytvářejících se v Golgiho aparátu. Růst řetězce probíhá navázáním 
příslušného sacharidu na redukující konec polymeru [22]. Po ukončení procesu odchází 
molekula do prostor extracelulární matrix (ECM), kde napomáhá mechanické opoře [23]. 
Syntéza hyaluronanu je katalyzována pomocí tří enzymů HAS (hyaluronan systáza) – HAS1, 
HAS2 a HAS3. Každý z nich má katalytickou aktivitu, která je potřebná pro přenos jednotek 
N-acetylglukosaminu a glukuronové kyseliny [18]. 
Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamický. Obvykle je syntéza vyvážena degradací, 
aby se zachovala konstantní koncentrace hyaluronanu v příslušné tkáni [20]. Délka života 
hyaluronanu in vivo je od 2 do 3 dnů v závislosti na typu tkáně. Hyaluronan se částečně 
degraduje již v ECM působením reaktivního kyslíku či hyaluronidásami [23]. Délka života 
hyaluronanu v krvi je velmi nízká (jen několik minut), kdežto v chrupavce 2–3 týdny 
a v epidermis méně než jeden den. U buněk v dermis převažuje syntéza nad katabolismem. 
U kloubu dochází k uvolňování přebytečného hyaluronanu do synoviální kapaliny, jež 
napomáhá zajišťovat optimální viskoelastické vlastnosti. Téměř třetina celkového množství 
hyaluronanu u člověka je přeměněna během dne [20]. 
2.3.9 Syntéza hyaluronanu bakteriemi vs jejich patogenní ţivotní styl  
Některé bakterie jsou schopny syntetizovat stejný typ polymeru jako savci. Není tomu 
ovšem náhodou, tato schopnost jim umožňuje přežít a to velmi chytrou cestou. Jejich 
patogenní způsob života spočívá v oklamání imunitního systému hostitele. Streptococcus 
pyogenes (lidský patogen) a Pasteurella multocida (zvířecí patogen) se dokáží obalit silnou 
vrstvou hyaluronanu se stejnou strukturou jako je ve tkáních hostitele, což jim umožní se stát 
neviditelnými pro protilátky a fagocyty [24]. 
2.3.10 Extrakce 
Prvně byl hyaluronan extrahován z lidské pupeční šňůry a krátce na to z kohoutích 
hřebínků s vysokou čistotou a molekulovou hmotností [20]. V dnešní době je nejvíce 
využívána výroba hyaluronanu pomocí bakterií (Streptococcus pyogenes a Pasteurella 
multocida), jež ho jsou schopny syntetizovat [24]. 
2.3.11 Distribuce hyaluronanu v savčích orgánech a tkáních  
Hyaluronan patří do skupiny polysacharidů nacházejících se v extracelulární matrix (ECM) 
obratlovců. U některých tkání jako je sklivec lidského oka či synoviální tekutina tvoří 
hyaluronan hlavní složku [20]. Nejvyšší koncentrace hyaluronanu připadá na kohoutí 
hřebínky. Téměř polovina z celkového množství hyaluronanu v lidském těle je obsažena 
v pokožce (v dermis i epidermis) vzhledem k její značné rozloze. Skeleton a klouby 
dohromady zaujímají asi čtvrtinu z celku. Zbytek se nachází ve svalech a vnitřnostech. Jisté 
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množství bylo zaznamenáno v plicích, ledvinách, mozku a svalech, přičemž v játrech je obsah 
velmi malý. Nejnižší hodnota byla zaznamenána v krevním séru [25]. 
2.3.12 Aplikace hyaluronanu 
První aplikace hyaluronanu na poli medicíny sloužila k udržení tvaru přední komory oka 
při operaci a to již v 50. letech [18]. Od té doby sice medicína udělala značný pokrok, přesto 
využití hyaluronanu v oftalmologii zůstává a jeho aplikace v dalších odvětvích, ať už 
medicíny či kosmetologie, se neustále rozvíjí. 
2.3.12.1 Dermatologie, kosmetologie, plastická chirurgie 
V moderní době, kdy nároky lidí na mladistvý vzhled jsou vysoké, nachází velké uplatnění 
nepřeberné množství kosmetických přípravků na bázi hyaluronanu. Nevýhodou většiny 
kosmetických přípravků je jejich dočasný efekt – při opakované aplikaci jsou schopny 
částečně redukovat známky stárnutí, pokud však přestaneme používat tyto preparáty, 
vyhlazené vrásky se opět zviditelní. Přirozený výskyt HyA v kůži a měkkých pojivových 
tkáních jej však předurčují k aplikaci v této oblasti. Také je rozšířeno jeho využití 
k augmentaci v plastické chirurgii (vyplň vrásek, vtažených jizev, zvětšení prsou) [26]. 
Hyaluronové gely mohou být v této oblasti aplikace využity pro svůj vysoký obsah vody 
a také jsou schopny hydratovat a podpořit regeneraci kůže. 
2.3.12.2 Medicínské aplikace 
Jedním z přípravků k hojení komplikovaných a chronických ran je Hyodine s obsahem 
hyaluronanu vytvořený firmou Contipro group. Jeho účinnost vychází ze synergického 
působení kyseliny hyaluronové a jódového komplexu. Hyiodine podporuje epitelizaci rány 
a využívá vynikajících regeneračních vlastností kyseliny hyaluronové – její vysoká afinita 
k vodě udržuje bezprostřední okolí buněk dostatečně hydratované během procesu hojení rány. 
Obsah I2 a KI zabraňuje předčasnému rozkladu kyseliny hyaluronové a propůjčuje Hyiodinu 
dezinfekční vlastnosti [27]. 
Pro prevenci tvorby pooperačních srůstů lze využít vysoce viskózní gel na bázi 
hyaluronanu – Hyalobarrier gel [28]. 
Přípravky s obsahem hyaluronanu také nachází uplatnění při hojení paradontu či aftózní 
stomatitidy. Na léčbu vředů v ústech či hojení tkání a snížení zánětu lze použít přípravek 
Gengigel [29]. 
2.3.12.3 Aplikace v ortopedii 
V některých zemích jsou pacienti s osteoartrózou úspěšně léčeni vstřikováním 
vysokomolekulárního hyaluronanu do synoviální tekutiny zasaženého kloubu. Úspěch léčby 
je založen na více faktorech. Především jsou klíčové viskoelastické vlastnosti polymeru, 
důležité jsou ale také účinky na buňky synovie v kloubu. Hyaluronan potlačuje 
opotřebovávání chrupavky vlivem pohybu díky jeho lubrikačním vlastnostem. Aplikace 
injekcí je spojena také se snížením vnímání bolesti. Tím také může dojít k potlačení syntézy 
prostaglandinu a ovlivnění množení synoviálních buněk [18]. 
2.3.12.4 Metoda PICSI 
Jedna z metod asistované reprodukce je in vitro fertilizace (IVF) neboli oplodnění 
ve zkumavce – při tomto procesu je vajíčko oplodněno mimo tělo. K této metodě je řazen 
i proces ICSI (IntraCytoplasmic Sperm Injection). Spojení způsobu oplodnění dle ICSI se 
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selektivním výběrem spermie nám dává velmi zajímavou metodu využití hyaluronanu. 
Klasická metoda oplodnění spočívá v injekci jedné spermie do cytoplazmy zralého vajíčka. 
Metoda PICSI umožňuje předvýběr „správné” spermie. Hlavní část vrstvy „cumulus 
oophorus“ vajíčka je tvořena hyaluronanem. Při fertilizaci in vitro se zralé spermie váží na 
tuto vrstvu a s pomocí hyaluronanu jsou upřednostňovány spermie s nejkvalitnější genetickou 
výbavou. Důvod, proč se právě hyaluronan využívá k selekci, tkví v interakci s hlavičkou 
zralé spermie. Vazba s nezralou spermií je tedy vyloučena [31]. 
2.3.12.5 Radioterapie 
Jedna z možností využití radioterapie je při léčbě karcinomu prostaty. Hyaluronan zde 
slouží ke zvětšení prostoru mezi konečníkem a prostatou. K tomuto úkonu je používán 
např. produkt Hylaform [32]. 
2.3.12.6 Cílená distribuce léčiv 
Oligosacharidy hyaluronanu mají potenciální biologickou aktivitu, přičemž jsou schopny 
změny selektivních signalizačních drah. V rakovinové buňce oligosacharidy mohou indukovat 
apoptózu a tím inhibovat růst tumoru in vivo. Krátké řetězce hyaluronanu mohou tedy sloužit 
k prevenci metastázování např. posílením imunitní odpovědi. Oligosacharidy definované 
velikosti lze syntetizovat pomocí upravené syntázy Pasteurella. Vztah mezi velikostí 
hyaluronanu a jeho funkcí je ještě otázkou výzkumu, přesto využití v cílené distribuci léčiv je 
slibné [18]. Role hyaluronanu v cílené distribuci léčiv je blíže popsána v kapitole Současný 
stav řešené problematiky. 
2.4 Povrchově aktivní látky 
2.4.1 Amfifilita a struktura 
Tenzidy jsou někdy označovány jako amfifily – tento název pochází z řeckého slova amphi 
– obojí, obojetné. Znamená, že molekula tenzidu je složena ze dvou částí, jedna rozpustná 
v příslušném rozpouštědle (lyofilní část) a druhá nerozpustná – lyofobní (Obr. 12). Pokud je 
rozpouštědlem voda, jedná se o hydrofilní a hydrofobní části. Často jsou také nazývány jako 
hlava a chvost [33]. 
 
Obr. 12 Základní struktura tenzidu 
2.4.2 Fázové rozhraní 
Surfaktant neboli tenzid je pouze jiným slovem „surface active agent“ (povrchově aktivní 
látka). Tento název dostaly tenzidy díky své schopnosti adsorbovat se na povrchu či mezifázi 
(Obr. 13). Řídící silou tohoto procesu je snaha o snížení energie mezifází (snížení 
povrchového napětí). Zvyšující se koncentrace povrchově aktivních látek (PAL) v roztoku 
může také vést k vytváření micel [33]. 
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Obr. 13 Adsorpce tenzidů na fázovém rozhraní, micelizace [33] 
2.4.2.1 Agregace v roztoku – vnik micel 
Charakteristickou vlastností tenzidů je jejich schopnost vytvářet v roztoku agregáty známé 
jako micely (Obr. 14), jež se chovají odlišně od volných molekul tenzidu. Koncentrace, kdy 
se začnou vytvářet micely v roztoku, je nazývána kritická micelární koncentrace (CMC) a je 
důležitou charakteristikou povrchově aktivních látek. Struktura micel závisí na zvoleném 
prostředí (Obr. 14) – v lyofilním prostředí tvoří jádro micely navzájem propletené 
uhlovodíkové řetězce molekul PAL, jejich polární skupiny jsou rozmístěny na vnějším 
povrchu micely. Tím je dosaženo minimálního styku mezi molekulami vody a hydrofobními 
částmi molekul PAL. V lyofobním prostředí dochází k tvorbě reverzních micel [33, 34]. 
 
Obr. 14 Tvorba micel: závislost na zvoleném prostředí. Nepolární prostředí – reverzní 
micela 
Ve zředěných roztocích (nad CMC) vznikají malé, kulovité micely (Obr. 15) s poloměrem 
přibližně rovným délce molekuly tenzidu. S rostoucí koncentrací PAL v roztoku se rozměr 
micel zvětšuje – uhlovodíkové řetězce se orientují rovnoběžně, čímž vznikají válcovité útvary 
(Obr. 15), které mohou s rostoucí koncentrací přecházet až v hexagonální kapalné krystaly 
(Obr. 15), při ještě vyšších koncentracích vznikají útvary složené ze dvou vrstev PAL, jež 
jsou k sobě obráceny uhlovodíkovými řetězci a polární skupiny směřují ven, tyto micely se 
nazývají laminární, tzv. McBainovy (Obr. 15). Díky charakteristickému uspořádání 
laminárních micel může docházet k přechodu roztoku v gel [33, 34]. 
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Obr. 15 Vliv koncentrace roztoku na strukturu micely [33] 
2.4.3 Klasifikace tenzidů 
Klasifikace tenzidů je založena na náboji polární hlavy. Obvykle jsou tenzidy rozděleny do 
dvou hlavních skupin – neionogenní (neiontové) a ionogenní, jež jsou tvořeny třemi 
skupinami – aniontové, kationtové a amfoterní tenzidy (Obr. 16). Poslední zmiňovaná skupina 
tenzidů obsahuje aniontovou i kationtovou část [33]. Dále je teorie zaměřena na kationtové 
tenzidy – přesněji CTAB, jež je v této práci použit. 
 
Obr. 16 Klasifikace tenzidů dle náboje polární hlavy: kationtové, aniontové, neiontové 
a amfoterní 
2.4.3.1 Kationtové tenzidy 
Většina kationtových tenzidů obsahuje dusíkový atom nesoucí kladný náboj. Primární, 
sekundární či terciální aminy jsou využitelné jako tenzidy jen v protonovaném stavu, proto 
nemohou být použity za příliš vysokého či nízkého pH. Naproti tomu kvartérní amoniové 
sloučeniny nejsou pH senzitivní – nosiče stálého náboje. Příslušnými protiionty kationtových 
povrchově aktivních látek jsou obvykle anionty halogenidů [33]. 
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2.4.3.2 CTAB 
Pod zkratkou CTAB se skrývá bílá krystalická látka s názvem cetyltrimetylamonium 
bromid (hexadecyltrimetylamonium bromid, Obr. 17). Je také známá jako cetrimonium 
bromid díky přítomnosti cetrimoniového kationtu, a proto se řadí do skupiny cetrimidů 
vyznačujících se svými antiseptickými vlastnostmi proti bakteriím a plísním. Tento 
kationtový tenzid je schopen tvořit micely ve vodných roztocích stejně jako ostatní tenzidy. 
Tato látka může být v některých aplikacích nahrazena levnějšími variantami jako je 
cetrimonium chlorid (případně stearát) a je používána spíše pro speciální účely. Využívá se 
jako pufr pro extrakci DNA či v syntéze zlatých nanočástic. Obsažen je také v kondicionérech 









Obr. 17 Struktura CTAB 
2.4.4 Interakce tenzidu a polymeru 
Obecně lze vazba mezi polymerem a tenzidem zprostředkovat dvěma různými způsoby. 
U polymerů s hydrofobní částí nebo skupinami se bude projevovat hydrofobní interakce 
s tenzidovými molekulami. Tento typ interakce bude poměrně silný pro blokové kopolymery 
složené s hydrofilních a hydrofobních částí [33]. 
Další možná vazba je pomocí elektrostatické interakce, kde se budou uplatňovat především 
iontové tenzidy a polyelektrolyty. Asociace bude poměrně silná, pokud jejich náboj bude 
opačný. Výsledkem této interakce jsou micelám podobné klastry navázané na řetězci 
polymeru. Tato charakteristická struktura je nazývána „perl necklace“ (perlový náhrdelník, 
Obr. 18), jelikož micely připomínají svým kulovým tvarem perly a řetězec polymeru je 
spojuje [33]. Polymer-tenzidové interakce jsou blíže popsány v kapitole Současný stav řešené 
problematiky. 
 
Obr. 18 Charakteristická struktura tzv. perlového náhrdelníku – model polymer-tenzidové 
interakce [33] 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
3.1 Farmakologie, cytostatika a cílená distribuce léčiv  
Základní složkou všeho živého je buňka. Lidské tělo je tvořeno mnoha typy buněk. 
Normální buňky rostou a dělí se kontrolovaným způsobem. Ke konci života buněk či 
při poškození dochází k jejich zániku (apoptóze) a jsou nahrazeny novými buňkami. 
V povědomí lidí je obranyschopnost lidského organismu spojena s imunitním systémem. 
Ten může být narušen patogenní látkou nebo i vlastní buňkou. V případě výskytu antigenu 
v těle dochází k imunitní reakci. Bílé krvinky (leukocyty) „zaútočí“ na tohoto narušitele 
a „zlikvidují“ jej. Některé buňky se z pohledu leukocytů chovají jako normální zdravé buňky. 
Imunitní systém je není schopen detekovat. Takto schované rakovinové buňky se mohou 
diferencovat bez kontroly a poté se mohou metastázovat do jiných částí těla prostřednictvím 
krve a lymfatického systému. 
Hlavní metodou léčby pro pacienty s rakovinou byla a nadále zůstává chemoterapie za 
využití cytostatik. I přes vývoj těchto léčiv zůstává míra úspěchu nízká, a to především 
vzhledem k omezené dostupnosti léčiva do nádorové tkáně a jeho toxicitě. Navíc cytostatika 
při dlouhodobějším používání ztrácejí svoji účinnost, protože se u nádorové tkáně vyvíjí 
rezistence. Jedním z řešení nespecifity cytostatik je cílená distribuce léčiv. Vytvoření účinné 
strategie pro toto cílení je nedílnou součástí celkového procesu vývoje léků v budoucnosti. 
Klíčové požadavky účinného systému jsou uchování, cílení a uvolnění. Při cílené distribuci 
léčiv dochází ke zvýšení koncentrace léku v některých částech těla vzhledem k ostatním. To 
znamená navýšení koncentrace léku v námi určených tkáních, přičemž současně dochází 
ke snížení relativní koncentrace léku v okolních orgánech. Výhodou této techniky je zlepšení 
účinnosti a tím snížení dávky a vedlejších účinků. Je velmi obtížné pro molekuly léku 
dosáhnout svého cíle v komplexní buněčné síti organismu. Cílená distribuce léčiv, jak již 
napovídá název, by měla pomoci molekulám léku dosáhnout přednostně požadovaného místa 
[37]. 
Jednou z možností je využití nosičových systémů, jež mohou transportovat léčivo či jiné 
materiály v chráněném prostředí. Tento ochranný obal je velmi důležitý z mnoha pohledů: 
uvolnění léčiva přímo v postižené tkáni či ochrana před okolním prostředím v lidském těle. 
Nejčastěji se používají cytostatika enkapsulovaná do liposomů. Tyto lipidové partikule mají 
vnější lipidovou vrstvu tvořenou obvykle dvěma lipidovými membránami a vnitřní prostor, 
do kterého je inkorporováno cytostatikum. Jinou možností modifikace konvenčních cytostatik 
je tzv. pegylace – vazba cytostatika na polyethylenglykol, přičemž dochází k omezení 
degradace, prodloužení poločasu vylučování a k výraznému snížení toxicity při nezměněné 
efektivitě. Pegylace může být vhodná i pro liposomální formy, jelikož potah chrání před 
degradací a omezuje jejich rozpoznání a pohlcení fagocyty. Vazba cytostatika na hormonální 
nosič je další z možností, která se využívá při karcinomu prostaty. Zajímavou alternativou je 
vazba léčiva na uhlíkato-železité partikule, které je možno magnetem soustředit do místa 
nádorové infiltrace. Perspektivní se zdá být vazba cytostatika na polymerní nosiče 
(makromolekulárně směrovaná cytostatika). Vazbou cytostatika na biodegradovatelný 
polymerní nosič (obvykle polysacharidy) vzniká léčivo s odlišnými farmakologickými 
vlastnostmi a protrahovaným protinádorovým účinkem. Dochází ke zvýšení účinnosti 
a snížení toxicity. Biodegradací polymerního nosiče dochází k pozvolnému uvolňování 
navázaného cytostatika [38]. 
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3.2 Hyaluronan při tvorbě biomateriálů  
Od objevu kyseliny hyaluronové uběhlo několik desetiletí a dnes hraje důležitou roli 
v mnoha biologických procesech. Její vlastnosti, jako je biokompatibilita, biodegradabilita, 
bioaktivita a další, ji předurčují pro výrobu umělých matric v tkáňovém inženýrství. 
Hyaluronan (HyA) je atraktivní výchozí materiál pro stavbu hydrogelů s požadovanou 
morfologií, tuhostí a bioaktivitou. Využitím různých technik přípravy „scaffoldu“ lze 
syntetizovat HyA hydrogely s laditelnou viskoelasticitou a požadovanými vlastnostmi. HyA 
hydrogely jsou makroskopické sítě sestávající z náhodně propojených HyA řetězců, přičemž 
zde chybí strukturní složitost a funkční rozmanitost, jako je vidět v přirozeném extracelulární 
matrix (ECM) [39]. 
HyA může být využita jako stavební materiál pro nové biokompatibilní a biodegradabilní 
polymery aplikovatelné v cílené distribuci léčiv. Nicméně ne příliš dobré biomechanické 
vlastnosti hyaluronanu znesnadňují vytváření nových biomateriálů [40]. Lékové molekuly, jež 
jsou zapouzdřeny v takovéto síti bez kovalentní vazby nebo jiné zvláštní interakce, jsou 
uvolněny rychle kvůli relativně velké velikosti pórů [3]. Na druhou stranu vhodným 
síťováním hyaluronanu můžeme docílit zpomalení uvolňování léčiva z gelu díky změnám 
v transportních charakteristikách rozpuštěných látek [39]. Navíc tento jednoduchý 
polysacharid nabízí mnoho míst pro modifikaci přes karboxylové či hydroxylové skupiny 
na jeho řetězci a tím můžeme získat optimální fyzikálně-chemické vlastnosti [40]. 
Samozřejmě vzniklý komplex nosiče a léčiva musí být biokompatibilní s lidským 
organismem. Jako nosné médium např. intravenózně podávaných léků je vhodný roztok NaCl 
o koncentraci 0,15 M. Ionty Na
+
 (z NaCl) způsobují elektroneutralizaci záporně nabitých 
skupin na molekule hyaluronanu, což je doprovázeno svinutím řetězce [41]. Jak již bylo blíže 
popsáno, je také nutné zajistit, aby produkty degradace nosiče léčiv byly netoxické pro 
organismus. Navíc interakce mezi polymerem a léčivem musí být dostatečně silná, aby 
nedocházelo k předčasnému uvolnění léčiva z polymerní matrice. 
Hyaluronové gely jsou mimo jiné využívány při léčbě osteoartrózy. Tento přírodní 
polysacharid je účinný při úlevě od bolesti a při zlepšení pohybu kloubů při intra artikulárním 
podání u pacientů trpící osteoartrózou. Je to dáno lubrikačními vlastnostmi HyA, přičemž 
způsobuje odpružení a má částečně protizánětlivý účinek. Nicméně problém tkví v rychlé 
degradaci enzymatickými nebo hydrolytickými reakcemi. Z výsledků in vivo, in vitro 
a klinické studie vyplývá, že stálost závisí silně na molekulové hmotnosti. Zkoumáním 
reologického chování takovéhoto systému bylo zjištěno, že hydrogel podáván intravenózně se 
bude stále chovat jako gel, ačkoli došlo k poklesu dynamického modulu [42]. 
3.3 Hydrogely jako nosiče léčiv  
Hydrogely jsou tří-dimenzionální polymerní sítě, jejichž hydrofilita jim propůjčuje 
fyzikální vlastnosti podobné měkkým tkáním – mohou přijmout 1 000krát více vody, než je 
jejich hmotnost sušiny. Při botnání a hydrataci nedochází k rozpuštění polymeru, neboť při 
síťování vytváří nerozpustné matrice. Pórovitá struktura gelu usnadňuje výměnu kyslíku, 
živin a dalších ve vodě rozpustných metabolitů [2]. 
Hydrogely jsou formovány síťováním hydrofilních homopolymerů, kopolymerů nebo 
makromerů. Jsou obvykle měkké a pružné. Syntetické monomery jako polyethylenglykol 
(PEG), polyvinyl alkohol (PVA) a polyakryláty jsou využívané v tkáňovém inženýrství. 
Hydrogely mohou být tvořeny také z přírodních materiálů jako agarosa, alginát, chitosan, 
hyaluronan, fibrin, kolagen a další [2]. 
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V průběhu posledních tří desetiletí se chemicky a fyzikálně rozmanité hydrogely staly 
standardními materiály pro transport léčiv, kontaktní čočky, implantáty rohovky, „scaffoldy“ 
pro regeneraci kůže, zapouzdření buněk, regeneraci šlach či chrupavek. Jedním z důvodů 
výběru hydrogelu pro klinické využití je také jejich možnost být injekčně formován do 
daného tvaru v místě poranění [2]. 
Hydrogely se díky své unikátní biokompatibilitě, biodegradabilitě, fyzikálním vlastnostem, 
flexibilním metodám syntézy, rozsahem prvků stávají vhodným materiálem pro 
biomedicínské aplikace, přičemž je minimalizována většina negativních reakcí [39]. 
Z hlediska neustálých požadavků v regenerativní medicíně při tvorbě „scaffoldů“ získávají 
hydrogely stále větší pozornost především díky své struktuře a kompoziční podobnosti 
s extracelulární matrix. „Scaffoldy“ tvořené z hydrogelů poskytují strukturální integritu 
konstrukce tkání. Pro zlepšení reakce na hojení poškozené tkáně (zabránění restenóze či 
trombóze) jsou hydrogely používány jako bariéry ve formě tenké vrstvy [39]. 
Hydrogely mohou být vytvářeny pro uvolňování specifického léčiva, proteinu, peptidu či 
jiných látek [39]. Ukládání léčiva do matrice gelu je umožněno jeho vysoce porézní 
strukturou. Následné uvolňování z této struktury je regulovatelné – malé molekuly prostupují 
snáze přes síť než makromolekuly. Hydrogely jsou uzpůsobeny k tzv. skladování léčiva, jehož 
uvolňování je pozvolnější. Nedochází tak ke skokovému nárůstu a následnému poklesu 
koncentrace léčiva, ale zachování relativně vysoké lokální koncentrace v delším časovém 
intervalu [43]. 
Rychlost uvolňování léčiva může být kontrolována řízením stupně botnání, hustoty 
síťování, a rychlosti degradace. Jedním z kritických parametrů je efektivní transport 
rozpuštěných látek přes pórovitou strukturu gelu. Za řídící sílu tohoto transportu je pokládána 
difúze [6]. Působením enzymů či vlivem okolního prostředí v lidském těle dochází k rozkladu 
hydrogelu, čehož může být využito při uvolňování léčiva z polymerní matrice. Na transport 
léčiva především z ionizovaných hydrogelů má velký vliv pH. Také jsou využívány 
hydrogely rozložitelné při změně teploty nebo elektrického pole [43]. 
Na první pohled se může zdát využití hydrogelů v regenerativní medicíně či v cílené 
distribuci léčiv velice snadné. Přesto se vědci musí potýkat s několika omezeními. Velmi 
často nastává předčasná degradace gelu díky nízké pevnosti v tahu. Příliš rychlé uvolňování 
léčiv jako důsledek velké velikosti pórů a vysokého obsahu vody lze omezit několika 
způsoby: posílením interakce mezi léčivem a gelem, využitím chemických či fyzikálních 
vazeb. Také je možno změnou struktury regulovat difúzní bariéru hydrogelu. Na druhou 
stranu u intravenózních aplikací potřebujeme relativně nízkou viskozitu gelu, čehož nelze 
vždy docílit a je nutná chirurgická implantace. Aplikace hydrogelů v medicíně či cílené 
distribuci léčiv je z těchto důvodů omezená a je potřebné najít jejich optimální vlastnosti [43]. 
3.4 Interakce polymer-tenzid 
Problematikou polymer-tenzidových interakcí ve vodném roztoku se zabývalo mnoho 
vědců a stále zůstává předmětem zájmu velkého množství studií. U systémů 
s polyelektrolytem a tenzidem stejného náboje je vazba slabá či žádná, proto se studium ubírá 
především směrem interakce mezi opačně nabitým polymerem a tenzidem. Pro aplikace 
v medicíně není dostačující jen předpoklad této interakce. Je potřebný polymer s unikátními 
vlastnostmi jako je biokompatibilita, biodegradabilita a další. Jako vhodný kandidát se jeví 
hyaluronan sodný. 
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Na interakci mezi polyelektrolytem a opačně nabitými tenzidy typu alkyltrimetylamonium 
bromid s různou délkou řetězce (8, 9, 10, 12, 14 a 16 uhlíků) se v mnoha svých článcích 
zaměřují autoři Thalberg a spol. Vázání tenzidu na řetězec hyaluronanu nastává při dobře 
definované koncentraci C1, která je vždy nižší než CMC. Přidáním dalšího množství tenzidu 
dochází ke zvýšení koncentrace navázaného tenzidu, kdežto koncentrace volných molekul 
povrchově aktivní látky zůstává konstantní. Následný přídavek způsobí růst množství volného 
tenzidu až do jisté koncentrace C2, kdy se začnou vytvářet micely v roztoku. Na základě 
použitých metod jako jsou fázová separace, měření vodivosti, NMR, solubilizační studie bylo 
zjištěno, že molekuly tenzidu vytváří tzv. „micell-like“ klastry adsorbované na řetězci, jež 
jsou menší než volné micely v roztoku. Takto navázané micely jsou částečně stabilizované 
polyaniontem a mají tedy nižší hustotu náboje než volné micely. Struktura s navázanými 
tenzidovými micelami je označována jako „pearl-necklace“ [44]. 
Pro interakci mezi HyA a CnTAB je zapotřebí jistá minimální délka řetězce tenzidu, jinak 
je preferována formace volných micel. Také interakce mezi kationtovým tenzidem a HyA je 
mnohem slabší ve srovnání s jinými polysacharidy jako je např. alginát či pektát. Vazba 
tenzidu na řetězce těchto polysacharidů nastává již při koncentraci 10krát nižší, což je dáno 
relativně nízkou lineární hustotou náboje HyA, jež je asi poloviční. Na druhou stranu 
interakce HyA a opačně nabitého tenzidu je podpořena elektrostatickým přídavkem, jelikož se 
jedná o dvě opačně nabité molekuly. Interakce také může vést k fázové separaci, jež byla 
v této i následujících studiích tohoto autora podrobně zkoumána [44]. 
Vazba kationtového tenzidu a negativně nabitého polyelektrolytu vede k redukci celkového 
náboje a hydrofility vzniklého komplexu. Díky těmto aspektům a při jistém stupni navázání 
začnou komplexy agregovat a roztok se stává opalescentním. Tento bod fázového přechodu 
není přesně daný (závisí na původu, čistotě, koncentraci tenzidu a HyA) – v této studii 
odpovídá stavu, kdy se roztok stává vizuálně opalescentním [44]. 
Tato vědecká skupina zkoumala také efekt délky řetězce tenzidu a molekulové hmotnosti 
polyelektrolytu pomocí pseudo fázového diagramu. Voda, tenzid a HyA jsou tři komponenty 
vytvářející trojúhelníkovou formu diagramu. Každá složka se nachází v jednom z rohů 
obrazce. Dvoufázová oblast má tvar kapky vycházející z rohu vody a je obklopena 
jednofázovým regionem. Křivky konod směřují z tohoto rohu k polyelektrolyt-tenzidové 
straně fázového diagramu – z čehož lze usuzovat, že hyaluronan a tenzid raději formují 
koncentrované fáze spolu. Při nadbytku vody zůstávají tenzidové micely 
v roztoku superantantu. Chování systému HyA a C14TAB je analogické a pro C10TAB je 
podobné, ale dvoufázová oblast je srovnatelně menší. Bylo zjištěno, že interakce mezi 
polyelektrolytem a tenzidem je méně preferována s poklesem délky řetězce tenzidu [45]. 
Vlivem molekulové hmotnosti HyA dochází pouze k posunu v pozici dvoufázové oblasti, 
přičemž tvar a plocha zůstává téměř stejná. Pokud snížíme molekulovou hmotnost i 10krát, 
dojde pouze k malé změně ve fázovém diagramu. Také byl zkoumán vliv přídavku nadbytku 
tenzidu. Koncentrace C14TAB potřebná k dosažení znovu rozpuštění bez přídavku soli je od 
350–450 mM. Podobné závěry byly učiněny i pro C10TAB a C12TAB [45]. 
Také byla zkoumána interakce tetradecyltrimetylamonium bromidu (TTAB) a hyaluronanu 
sodného ve vodném roztoku. Vlastnosti systému byly zjišťovány pomocí měření viskozity 
roztoků a povrchového napětí. Přídavkem TTAB při nízké iontové síle roztoku dochází 
k oddělení systému na dvě fáze – separaci. Pokud je koncentrace TTAB velmi nízká (můžeme 
uvažovat, že v roztoku je jedna micela TTAB sdílena více než jedním řetězcem hyaluronanu) 
či naopak při vysoké koncentraci dochází k vytvoření jednofázového systému, přičemž 
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viskozita je nízká. Fázová rovnováha byla také sledována při zvýšení koncentrace chloridu 
sodného. Přidáním soli o dostatečné koncentraci získáme homogenní roztok. Těsně nad touto 
kritickou koncentrací soli je viskozita roztoku minimální. Efekt přídavku soli je vysvětlován 
elektroneutralizací záporně nabitých skupin na molekule hyaluronanu, což je doprovázeno 
svinutím řetězce a částečnou agregací. Při vyšším obsahu TTAB je v roztoku dostatek 
volných micel, jejichž tvorba je preferována před vázanými micelami, což může vést 
k expanzi řetězců polymeru a možné deagregaci [41]. 
Fázovým chováním systému obsahující tetradecyltrimetylamonium bromid (TTAB), HyA 
a vodu se zaobírala také skupina Thalberga a spol. Opět byl použit pro popis fázový diagram 
a dvoufázová oblast jemu příslušející má kapkovitý tvar. Asymetričnost tohoto útvaru 
naznačuje, že v koncentrovaném roztoku polyelektrolytu může být rozpuštěno poměrně velké 
množství povrchově aktivní látky, přičemž přidáním polyelektrolytu do roztoku tenzidu 
nastává fázová separace [46]. 
Vědecká skupina Thalberga se také zabývala účinky přidání jednoduchých solí jako je 
NaBr do systému, který obsahuje polysacharid HyA a tetradecyltrimetylamonium bromid 
(C14TAB) [47]. Přídavek soli (elektrolytu) může vést k rozpuštění agregátů. S rostoucí 
koncentrací soli je totiž upřednostňována tvorba volných micel. Tento jev je způsoben 
elektrostatickým efektem [44]. Kritickou elektrolytovou koncentraci (CEC) lze definovat jako 
koncentraci soli potřebnou k zabránění fázové separace v systému, jež obsahuje dva opačně 
nabité koloidy. Hodnota CEC roste se zvyšující se molekulovou hmotností hyaluronanu [45]. 
Efekt přídavku soli lze popsat pomocí již známého fázového diagramu ve tvaru trojúhelníku. 
Přídavek nízké koncentrace NaBr vede ke zmenšení dvoufázové oblasti fázového diagramu, 
což je dáno upřednostňovanou elektrostatickou interakcí mezi agregáty tenzidu a opačně 
nabitým polyelektrolytem. Nad koncentrací 250 mM NaBr již nedochází k oddělení fází. Při 
vysokých koncentracích NaBr (1 500 mM) nastává sice také separace, ale odlišného typu. 
Výsledkem dostáváme dvě zcela oddělené fáze, přičemž jedna je bohatá na tenzid a druhá 
obsahuje polyelektrolyt [47]. 
Interakce systému polysacharidu HyA a kationtových tenzidů typu CnTAB byla zkoumána 
stejnou skupinou autorů pomocí časově rozlišené fluorescence. Jako fluorescenční sonda byl 
využit pyren a dimetylbenzofenon jako zhášedlo. Bylo zjištěno, že kritická agregační 
koncentrace (CAC) je mírně snížená vzhledem ke kritické micelární koncentraci (CMC) a asi 
poloviční pro systémy obsahující Cl0TAB a C12TAB. CAC je závislá na koncentraci HyA. 
Agregační čísla micel relativně nejsou ovlivněna přítomností HyA. Struktura „micell-like“ 
agregátů byla také podpořena v této studii za využití sondy pyrenu bez a v přítomnosti HyA. 
Přičemž získaná spektra jsou téměř identická. Délka života pyrenu v excitovaném stavu roste 
s interakcí mezi tenzidem a polyelektrolytem, díky schopnosti polyelektrolytu přenést 
bromidový iont z povrchu micel. Nárůst je vyšší pro tenzidy s delším uhlíkovým řetězcem 
[48]. 
Polyakrylát sodný (NaPA) byl použit pro zjištění, jestli fázové chování systému HyA-
CnTAB-voda má širší uplatnění i pro jiné systémy obsahující polyelektrolyt-tenzid ve vodném 
prostředí. Jako tenzid byl opět zvolen alkyltrimetylamonium bromidový typ. Byla 
zaznamenána fázová separace za jisté koncentrace povrchově aktivní látky. Oddělení fází 
může být inhibováno přidáním jednoduché soli do systému. Fázový diagram pro systém 
obsahující NaPA je srovnatelný s HyA za použití stejného kationtového tenzidu. Pouze bylo 
zaznamenáno zvětšení dvoufázové oblasti za použití polyakrylátu (PA). To je vysvětlováno 
vyšší lineární hustotou náboje na řetězci PA. Pomocí fluorescenční studie byla zjištěna 
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struktura „micelle-like“ agregátů navázaných na polymerním řetězci NaPA jako v případě 
HyA, z čehož můžeme usuzovat analogický charakter vázání pro většinu systémů obsahující 
polyelektrolyt a opačně nabitý tenzid. Princip vázání tenzidu, charakter vazby a interakce lze 
poté brát jako obecný. V této studii byla také zkoumána interakce polykationtu s aniontovým 
tenzidem. Hlavní aspekty jsou totožné s předešlým systémem [49]. 
3.5 Příprava gelů pomocí interakce hyaluronanu a kationtového tenzidu, 
reologické vlastnosti 
Z dřívějších prací autorů Thalberga a spol. vyplývá, že kationtové tenzidy tvoří micelám 
podobné klastry („micelle-like clusters“) adsorbované k  řetězci HyA ve zředěných roztocích. 
Tato skupina se také zabývala interakcí HyA a tenzidů typu alkyltrimetylamonium bromid 
s 10–14 uhlíky, jež vede k formaci gelu. Z výsledků této studie lze předpokládat strukturu 
„micelle-like“ klastrů také v gelech. Tato struktura je podpořena pomocí solubilizační 
metody. Ve vodě nerozpustné hydrofobní barvivo Orange OT bylo přidáno do gelu, jehož 
barva se změnila v intenzivně oranžovou. Malé množství prášku je lehce rozpustné v gelové 
fázi, což poukazuje na nacházející se hydrofobní domény v gelu [50]. 
Hlavním aspektem této práce je popis fyzikálně chemických vlastností a struktury gelů. 
Všechny gely v této studii jsou transparentní a izotropní. K fázové separaci dochází již za 
velmi nízkého stupně navázání tenzidu k polyelektrolytu. Počáteční kalné dvoufázové 
disperze podléhají makroskopické fázové separaci a nakonec dochází ke vzniku dvou 
oddělených izotropních fází. Tento proces je relativně rychlý a je nezávislý na přesném 
umístění vzorku v dvoufázové oblasti fázového diagramu. Viskozita vodné fáze je velmi 
nízká, spíše podobná čisté vodě – jedná se o roztok supernatantu. Naopak koncentrovaná část 
byla vysoce viskózní a v mnoha případech poměrně tuhá a je proto nazývána gelovou fází. 
Jednotlivé části byly odděleny a stanoveno jejich relativní množství. Za účelem zjistit více 
o struktuře gelu byla použita H NMR relaxace [50]. 
Pro popis systému byl opět zvolen pseudo fázový diagram. Koncentrovaná fáze je umístěna 
k pravé a především k horní straně dvoufázové oblasti, přičemž zředěná fáze se nachází blízko 
rohu vody a obsahuje velmi malé množství polyelektrolytu. Také bylo zjištěno, že HyA 
a tenzid preferují vytváření koncentrované fáze díky příznivé elektrostatické interakci, jejíž 
dominantní roli lze dokázat přidáním jednoduché soli do systému [50]. 
Reologické vlastnosti koncentrované fáze se velmi lišily mezi různými vzorky. Byly 
rozeznány tři rozdílné druhy chování. V nejvíce zředěné části koncentrované fáze byla 
zjištěna docela nízká viskozita, pouze o trochu vyšší než pro micelární roztoky. Zvýšením 
obsahu HyA se koncentrovaná fáze stává vysoce viskózní a extrémně lepkavá. Třetí typ 
viskoelastického chování je vidět v koncentrované fázi s nejvyšší koncentrací HyA, jež se 
nachází blízko pravého horního rohu dvoufázové oblasti. To odpovídá typickým gelům 
s relativně vysokou tuhostí a bez lepkavosti. Mohou být krájeny na části a zachovávají svůj 
tvar po dlouhou dobu (minuty). Jedním z důležitých výsledků je závislost reologických 
vlastností na molekulové hmotnosti HyA. Na druhou stranu HyA samotný má velmi vysokou 
viskozitu v roztoku. Molekulová hmotnost byla proto redukována asi 10krát, přesto to díky 
vysoké koncentraci vypadá, že samotný polyelektrolyt je zodpovědný za hlavní část 
viskoelastického chování v gelech. Pro HyA s velmi malou molekulovou hmotností nebyly 
koncentrované fáze gelovité [50]. 
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3.6 Reologické vlastnosti hyaluronanu 
Kyselina hyaluronová je přirozeně se vyskytující polysacharid s unikátními reologickými 
a kohezivními vlastnostmi. Byly stanovovány reologické parametry jako je „zero-rate 
viscosity“  (viskozita při aproximované nulové smykové rychlosti), komplexní viskozita či 
bod protnutí křivek modul tzv. „cross-over point“. Pro porovnání výsledků byly použity tři 
roztoky HyA s různou molekulovou hmotností od polozředěných po koncentrované systémy. 
Bylo zjištěno, že viskozita  je funkcí koncentrace HyA a také je závislá na molekulové 
hmotnosti HyA [51]. 
Studie autora Falcona a spol. se mimo jiné zabývá vlivem hyaluronové kyseliny 
v synoviální tekutině. Bylo zjištěno, že u kloubu zasaženého osteroartrózou má hyaluronan 
viskózní charakter a ne elastický. U zdravého kloubu v synoviální tekutině je hyaluronan 
schopen absorbovat napětí, jež vzniká během pohybu. Zajímavý fakt je, že 
vysokomolekulární hyaluronan je méně efektivním lubrikantem než hyaluronan s nižší 
molekulovou hmotností [51]. 
3.6.1 V synoviální tekutině 
Hyaluronan je hlavní komponentou synoviální tekutiny i ostatních tkání, běžně se nachází 
v lidském těle mezi plochami, jež jsou v pohybu – např. povrchy chrupavek. Mnoho článků 
a hypotéz bylo publikováno k objasnění přesné funkce hyaluronanu v kloubech. Je spojován 
s lubrikačními vlastnostmi, chrání povrch chrupavky před opotřebením, tvoří výplň kavity 
kloubu a udržuje kloubní štěrbinu otevřenou, pravděpodobně reguluje i tlak, také tvoří 
sterickou barieru proti toku v synovii. Tyto funkce hyaluronanu jsou mimo jiné dány 
unikátními vlastnostmi hyaluronanu. Vyznačuje se vysokou molekulovou hmotností a již při 
nízkých koncentracích je schopen vytvářet sítě. Reologické parametry hrají klíčovou roli při 
studii funkce hyaluronanu v kloubech. Roztoky jsou viskoelastické, přičemž je viskozita 
závislá na smykové rychlosti. Nad bodem, kdy dochází k propletení řetězců, roste viskozita 
rychle a exponenciálně s koncentrací. Roztok s koncentrací 10 g·dm−3 může mít viskozitu za 
nízkých hodnot smykové rychlosti až 10krát vyšší než je viskozita rozpouštědla. Na druhou 
stranu při vysokých hodnotách smykové rychlosti viskozita prudce klesá. Elasticita systému 
roste s molekulovou hmotností a koncentrací hyaluronanu [52]. 
Významná úloha hyaluronanu v synoviální tekutině vedla k výzkumu konformace, 
možných interakcí a reologie HyA v roztoku. Jak již bylo řečeno, unikátní reologické 
vlastnosti této tekutiny hrají důležitou roli během pohybu – zlepšení lubrikace a tím zmírnění 
tření chrání tkáň kloubu před poškozením. Pro zjednodušení byly v tomto článku studovány 
reologické vlastnosti hyaluronanu sodného ve fosfátovém pufru bez přítomnosti proteinů, jež 
jsou součástí synoviální tekutiny. Bylo zjištěno podobné reologické chování jako u ostatních 
polyelektrolytů – hodnoty viskozit odpovídají newtonovským kapalinám a to v  celém 
rozsahu hodnot smykových rychlostí. Nebyla prokázána tvorba reverzibilních gelů v roztoku. 
Dále byla zjištěna jen slabá závislost viskozity na teplotě. Z výsledků vyplývá, že za 
fyziologických podmínek nenastávají silné asociace mezi HyA řetězci a nevznikají tak 
intermolekulové vodíkové vazby, jež by způsobily typické „gel-like“ chování. Reverzibilní 
povaha synoviální tekutiny je pravděpodobně především ovlivněna interakcí HyA a bílkovin 
[53]. 
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3.7 Reologické vlastnosti polymerních gelů 
Polymerní gely jsou viskoelastické pevné látky, jež jsou charakteristické svým 
dynamickým reologickým chováním. Tato práce autora Grilleta a spol. se zaměřuje na 
zesíťované fluorosilikonové gely. Dominuje elastická odezva těchto gelových sítí, přičemž 
jsou měřené parametry silně závislé na mikrostruktuře gelu. Tužší polymerní gely jsou téměř 
ideálně elastické a za nízkých frekvencí je zřetelné tzv. plató (lineární oblast, kde odezva gelů 
není závislá na frekvenci). U neideálních gelů se projevují viskoelastické vlastnosti. Lineární 
oscilační měření je jednou z metod charakterizace gelů, pomocí níž je možné zjistit kritický 
bod gelace. Ze závislosti na frekvenci či deformaci lze zjistit chování gelu. Viskoelastické 
vlastnosti jsou mimo jiné rozhodující pro dobrý adhezivní charakter [15]. 
Následující článek se zaměřuje především na oscilační měření ke zjištění vhodných 
informací o struktuře gelů. Pro viskoelastické materiály se fázový úhel pohybuje mezi 
0 ° a 90 °. Byly stanovovány reologické parametry u polymerních gelů na bázi CMC 
(karboxymethyl celulózy) s různými druhy tenzidů (CTAB, SDS a další). Bylo zjištěno, že při 
nízkých smykových rychlostech ztrátový modul G´´ překračuje modul G´, na druhou stranu 
po dosažení bodu protnutí jsou hodnoty elastického modulu vyšší. Byl sledován efekt tenzidu 
a změna při volbě aniontového tenzidu, dále byl zjišťován vliv samotného polymeru. 
Z výsledků vyplývají následující závěry: tuhý gel získáme za použití polymeru s vysokou 
molekulovou hmotností v přítomnosti vhodného tenzidu za jisté koncentrace, přičemž jsou 
gely tvořeny již za nízké koncentrace polymeru [54]. 
Jednou z možností přípravy hydrogelů je modifikace hyaluronové kyseliny – karboxylové 
kyseliny na jejím řetězci mohou být aktivovány k vazbě kvarterní amoniové skupiny 
pocházející z diaminu. Na základě volby tohoto spoje mezi řetězci (tzv. „linker“) lze připravit 
odlišné hydrogely. V této práci byly mimo jiné diskutovány mechanické vlastnosti gelů 
v závislosti na jejich chemické struktuře a hydrofilitě. Viskoelastické vlastnosti 
modifikovaných hyaluronových gelů jsou lepší než u vzorků bez obsahu daných spojů 
(„linkers“). Elastický modul je vyšší než ztrátový v celém souboru měřené frekvence, což 
značí elastický charakter daných gelů [55]. 
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4 MATERIÁLY A METODY 
4.1 Materiály 
Hyaluronan: HyA Mw = 0,3–0,5 MDa, nativní, CPN, šarže 212-2082 – 350 kDa 
HyA Mw = 0,75–1 MDa, nativní, CPN, šarže 211-341 – 806 kDa 
 HyA Mw = 1,5–1,75 MDa, nativní, CPN, šarže 212-1271 – 1697 kDa 
HyA Mw = 1,75–2 MDa, nativní, CPN, šarže 211-180 – 1800 kDa 
Tenzid: CTAB, cetyltrimethylammonium bromide, CAS: 57-09-0, 










Rozpouštědla: Superčistá voda připravená na fakultě chemické VUT v Brně pomocí 
přístroje PURELAB flex 
Chlorid sodný, NaCl, CAS: 7647-14-5, Lach-Ner s.r.o., ≥ 99,5 %, 
šarže: PP/2009/06278 
Barviva: Sudánová červeň G, C17H14N2O2, amethoxybenzenazo-β-naphtol, 
CAS: 1229-55-6, Fluka, šarže 401930/1 
  
Olejová červeň O, C26H24N4O, CAS: 1320-06-5, Sigma-Aldrich, 
šarže 09755-100 G 
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4.2 Metody 
4.2.1 Příprava zásobních roztoků  
Byly připraveny zásobní roztoky HyA s odlišnou molekulovou hmotností a různou 
koncentrací a tenzidu CTAB o různé koncentraci. 0,15 M roztok NaCl, jež představuje 
fyziologický roztok, či voda byly použity jako rozpouštědla. Navážené množství CTAB bylo 
převedeno do zásobní lahve a přidán roztok NaCl (či voda). Zásobní roztoky HyA byly 
připravovány s menší obměnou. Hyaluronan byl navažován na předvážkách rovnou do 
zásobní lahve a doplněn roztokem NaCl (nebo vodou) na danou hmotnost. Zásobní roztoky 
tenzidu CTAB i HyA byly ponechány míchat 24 hodin, přičemž roztoky HyA v soli i ve vodě 
byly skladovány v lednici při teplotě 4 °C a zásobní roztoky tenzidu CTAB byly uchovávány 
při laboratorní teplotě. 
Dále byl připraven zásobní roztok hydrofobního barviva sudánové červeni o koncentraci 
5·10−4 g·dm−3 v těkavém rozpouštědle acetonu. 
4.2.2 Gelace 
Zásobní roztoky tenzidu a hyaluronanu byly použity pro přípravu gelů. Gelace probíhala 
ve zkumavkách, přičemž celkový objem roztoku byl 6 ml. Nejdříve byl do zkumavky 
napipetován roztok tenzidu, poté přidán roztok hyaluronanu. Zkumavky byly zazátkovány, 
důkladně protřepány a nechány odstředit. Při procesu gelace dochází k separaci dvou fází 
(Obr. 19). Spodní fáze má vysokou viskozitu a je poměrně tuhá, a proto je nazývána gelová. 
Na druhou stranu viskozita supernatantu nacházejícího se nad vzniklým gelem je velmi nízká. 
U gelových fází všech vzorků byly zjišťovány reologické vlastnosti. Dále byly 
charakterizovány roztoky supernatantu přípravou sušin. 
Pro solubilizační experimenty bylo před vlastní gelací napipetováno do zkumavky 50 µl 
roztoku barviva sudánové červeni (případně olejové červeni) a necháno odpařit. Postup dále 
se již neliší od gelace. 
  
Obr. 19 Detailní ukázka zkumavek obsahujících vzorek vzniklý smísením původních 
roztoků: 2% roztok HyA v soli o molekulové hmotnosti 1750–2000 kDa a 200 mM roztok 
tenzidu CTAB v soli A) systém před odstředěním B) systém po odstředění: spodní fáze – 
vzniklý gel; vrchní fáze – supernatant 
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4.2.3 Příprava sušiny 
4.2.3.1 Supernatant 
Supernatanty připravené dle předchozího postupu byly ze zkumavky převedeny na předem 
zvážené Petriho misky. Poté byly opět zváženy a vloženy do sušárny nastavené na 60 °C. 
Vzorky byly ponechány v sušárně 30–60 min. Získané sušiny na Petriho miskách (Obr. 20) 
byly předběžně zváženy a přeneseny do exikátoru pro ustálení hmotnosti. Po 24 hodinách 
byly vzorky vyjmuty a zváženy. 
 
Obr. 20 Petriho miska se sušinou, jež byla získána vysušením supernatantu, který byl 
připraven ze směsi obsahující 2% roztok HyA v soli o molekulové hmotnosti 1750–2000 kDa 
a 200 mM roztok tenzidu CTAB v soli 
4.2.4 Analyzátor vlhkosti – sušící váhy 
Sušící váhy slouží ke stanovení obsahu vlhkosti vzorků. Skládá se z přesné váhy a sušící 
komory, ve které probíhá proces sušení. Lze zaznamenávat úbytek hmotnosti v závislosti 
na čase – sestavení sušinových křivek.  
Na příslušném počítači byl spuštěn program Hyperterminal. Na sušinových vahách byla 
nastavena teplota na 100 °C. Předem zvážená plechová miska byla položena na váhy a na ni 
byl převeden ze zkumavky gel (případně supernatant) připravený dle předchozího postupu. 
V časových intervalech 30 sekund byly zaznamenávány hodnoty hmotnosti vzorku pomocí 
daného programu. Samotné měření probíhalo až do ustálení hmotnosti (určené přístrojem). 
Po vysušení byl vzorek (Obr. 21) s gelem použit v procesu botnání. 
 
Obr. 21 Hliníková miska s vysušeným gelem, původní směs obsahovala 0,5% roztok HyA 
v soli o molekulové hmotnosti 1500–1750 kDa a 50 mM roztok tenzidu CTAB v soli 
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4.2.5 Botnání 
Pro proces botnání byl připraven exsikátor, z něhož byly vyjmuty hygroskopické částečky 
a místo nich použita voda. Během procesu dochází k difúzi vlhkosti xerogelem, jenž opětovně 
nabírá vodu a zvyšuje tak svůj objem i hmotnost. Botnání bylo ukončeno po dosažení 
tzv. bodu zgelovatění, kdy již nedocházelo dále ke zvyšování hmotnosti (Obr. 21). 
 
Obr. 22 Hliníková miska s nabotnalý xerogelem, původní směs obsahovala 0,5% roztok 
HyA v soli o molekulové hmotnosti 1500–1750 kDa a 50 mM roztok tenzidu CTAB v soli 
4.2.6 Rheometr ARGR 
Předem připravené hyaluronové gely (4.2.2 Gelace) byly proměřeny na reometru typu 
ARGR Rheometr TA Instruments pomocí programu Rheology advantage data analysis. 
  
Obr. 23 ARGR Reometr, použitá geometrie a) válec-válec b) deska-deska c) kužel-deska 
Všechny vzorky byly podrobeny oscilačnímu reologickému měření, dále byly měřeny 
tokové testy. Nejprve byl proveden deformační test (tzv. „strain sweep“) pro zjištění jisté 
hodnoty napětí v oblasti lineární viskoelasticity. Při tomto procesu je udržována konstantní 
frekvence přičemž se mění amplituda napětí. Dále byly měřeny frekvenční testy 
(tzv. „frequency sweep“) – napětí je zvoleno konstantní, dochází ke změně frekvence otáčení. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Fázová separace 
5.1.1 Vliv zvoleného rozpouštědla na fázovou separaci 
Byly připraveny vzorky z 0,5% roztoku HyA s molekulovou hmotností 1500–1750 kDa 
a z 200 mM roztoku CTAB. Jako rozpouštědlo byl použit 0,15 M roztok chloridu sodného 
(Obr. 24 vzorek 1) a také voda (Obr. 24 vzorek 2). Z Obr. 24 C je vidět znatelný rozdíl ve 
vzhledu vzniklého gelu v závislosti na zvoleném rozpouštědle. Vzorek 1 obsahuje jako 
rozpouštědlo vodu, koncentrovaná fáze není kompaktní a pravděpodobně se jedná jen 
o sraženinu. Na druhou stranu při použití chloridu sodného jako rozpouštědla dochází 
k fázové separaci a vzniku gelu. Proto bylo v této práci využito jako rozpouštědlo chloridu 
sodného, který v koncentraci 0,15 M představuje fyziologický roztok. 
 
Obr. 24 Vliv zvoleného rozpouštědla: A před odstředěním B po odstředění C obrázek 
detailní ukázka B 
5.1.2 Vliv poměru vazných míst na HyA a CTAB  
Neustále se opakující disacharidová jednotka tvoří základní strukturu HyA, přičemž 
molární hmotnost jedné disacharidové jednotky činí přibližně 400 g·mol−1 (Da) a připadá na 
ni jedna skupina COO
−
. Příslušný poměr vazných míst lze vypočíst jako podíl koncentrace 
skupin COO
−
 na řetězci HyA a koncentrace tenzidu CTAB, jež obsahuje kationt cetrimonium. 
Samozřejmě to platí za předpokladu 100% disociace všech skupin na řetězci HyA. 
Z pozorování vlivu poměru vazných míst na fázovou separaci roztoku vyplývá hraniční 
poměr vazných míst, kdy ještě dochází k fázové separaci – stejné množství příslušných skupin 
na řetězci HyA a CTAB (poměr 1:1). Vhodnější je volba vyšší koncentrace CTAB než je 
koncentrace skupin COO
−
 na řetězci HyA. Na základě těchto výsledků byly zvoleny příslušné 
koncentrace roztoků HyA a CTAB. 
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Obr. 25 Vliv koncentrace HyA – s Mw 300–500 kDa (vlevo) a 750–1000 kDa (vpravo) – na 
množství vzniklého gelu: červené rysky znázorňují hranici mezi gelem a supernatantem. 
Koncentrace roztoků HyA (0,5% a 2%), CTAB (50 mM a 200 mM) a příslušný poměr vazných 
míst (HyA:CTAB) jsou znázorněny na obrázcích 
Na Obr. 25 můžeme pozorovat vliv koncentrace HyA na množství vzniklého gelu. 
U vzorků obsahujících 0,5% roztok HyA je množství gelu menší než pro gely s obsahem 2% 
roztoku HyA. Také konzistence gelu je odlišná v závislosti na koncentraci HyA. Její nízká 
hodnota sice zapříčiňuje vznik menšího množství gelu, na druhou stranu je gel mnohem tužší 
než je tomu v případě gelu s vyšší koncentrací HyA, jež je mnohem tekutější. Tento fakt byl 
také blíže prozkoumán pomocí měření reologických parametrů vzniklých gelů (viz kapitola 
5.4 Reologie hyaluronových gelů). 
5.2 Charakterizace gelové fáze 
5.2.1 Solubilizační experiment – hydrofobní barviva 
Přídavek hydrofobního barviva (olejové či sudánové červeni) při procesu gelace (4.2.2) 
způsobuje změnu zabarvení vzniklé gelové fáze v intenzivně růžovou, přičemž vrchní 
supernatant zůstal čirý, či v případě olejové červeni s lehkým růžovým nádechem (Obr. 26). 
Hydrofobní barvivo je snadno rozpustné v gelu, což slouží k důkazu přítomnosti 
hydrofobních domén. Také bylo pozorováno zbarvení supernatantové části u některých 
vzorků, kde nedošlo k dokonalé fázové separaci – s největší pravděpodobností zůstává 
v roztoku supernatantu větší množství tenzidu, jehož koncentrace je vyšší než CMC, což 
způsobuje jeho zabarvení. 
    
Obr. 26 Hydrofobní barviva rozpuštěné v připraveném gelu – olejová červeň (vlevo), 
sudánová červeň (vpravo) 
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5.2.2 Obsah sušiny v gelu, sušinové křivky 
V této části práce byl zkoumán vliv zvolené teploty sušení, koncentrace původních roztoků 
HyA a CTAB a molekulové hmotnosti HyA na složení gelu – tedy na hodnotu obsahu sušiny 
v gelu. Výpočet procentuálního obsahu sušiny v gelu X: 
(Gel) m
 xerogel) vysušení,po (Gel m
=X  (7) 
5.2.2.1 Vliv zvolené teploty na obsah sušiny v gelu a průběh procesu sušení 
V této části práce byl zkoumán především vliv zvolené teploty (nastavené na sušinových 
vahách) na obsah sušiny v gelu. 
Tabulka 1 Nastavení sušinových vah – vliv teploty na obsah sušiny v gelu 
HyA CTAB Teplota [°C] 
Průměrná hodnota 
obsahu sušiny 
v gelu [%] 
Směrodatná 
odchylka [%] 
750–1000 kDa 2% 200 mM 60 6,6 0,7 
   80 5,4 0,8 
   100 5,5 0,4 
1500–1750 kDa 0,5% 50 mM 60 59,3 2,7 
   80 51,9 1,1 
   100 44,4 1,74 
 






























750–1000 kDa, 2% CTAB 200 mM  1500–1750 kDa, 0,5 % CTAB 50 mM  
 
60 °C 80 °C 100 °C
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Obr. 28 Vliv teploty na průběh procesu sušení na sušinových vahách, zvolený vzorek 
vzniklý smísením 2% roztoku HyA o molekulové hmotnosti 750–1000 kDa a 200 mM roztoku 
CTAB 
Z výsledků (Obr. 27) vyplývá vliv zvolené teploty na obsah sušiny v gelu pro vzorky 
obsahující 0,5% roztok HyA. S rostoucí teplotou dochází k poklesu hodnoty X, jelikož je 
možné při vyšší teplotě vysušit více vody z daného gelu. Samozřejmě to neznamená, že by 
docházelo k poklesu pevného podílu v gelu – ten byl měl být stejný u všech vzorků nezávisle 
na zvolené teplotě – změnou teploty se pouze mění množství odpařené vody (při 100 °C 
dochází k odpaření většího množství vody – dokonalejší sušení). Pravděpodobně je to 
způsobeno strukturou gelu – při nižší koncentraci HyA (0,5%) vzniká kompaktnější gel 
(souhlasí s pozorováním vzniklého gelu viz kapitola 5.1.2), do jehož struktury se může 
zabudovat méně vody, která je nejspíše tak silně vázaná na řetězce HyA, že ji při nízké 
zvolené teplotě nelze vysušit, a proto klesá hodnota X s rostoucí teplotou. 
Na druhou stranu hodnota X není ovlivněna změnou teploty u gelů s 2% roztokem HyA. 
Tento fakt je pravděpodobně zapříčiněn rozdílným charakterem vzniklých gelů o různé 
koncentraci HyA. Při použití vyšší koncentrace HyA (2%) získáváme méně kompaktní gel 
(ve srovnání s gelem s 0,5% HyA), který je schopen pojmout do své struktury více vody – 
pravděpodobně není příliš silně vázaná a může být snadno odpařena již při teplotě 60 °C. 
Z tohoto důvodu nedochází v závislosti na teplotě k poklesu hodnoty X – již při nízké zvolené 
teplotě dojde k odpaření téměř veškeré vody z gelu. 
I když se hodnota obsahu sušiny v gelu (pro 2% roztoky) nemění s teplotou, průběh procesu 
sušení je značně odlišný (Obr. 28). S rostoucí teplotou dochází k prudšímu poklesu 
tzv. normované hodnoty úbytku hmotnosti – strmější sušinová křivka. S tím souvisí i kratší 
čas potřebný k sušení. Navíc při vyšší teplotě má křivka lépe vykreslený tvar – konečná 
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5.2.2.2 Vliv koncentrace a molekulové hmotnosti HyA a koncentrace CTAB 
Byl studován charakter gelu – zjišťována hodnota obsahu sušiny v gelu v závislosti 
na koncentraci původních roztoků HyA a CTAB a molekulové hmotnosti HyA. 
Tabulka 2 Procentuální obsah sušiny v gelu v závislosti na molekulové hmotnosti HyA, 





750–1000 kDa HyA CTAB 
Průměrná hodnota 
obsahu sušiny 




1:4  0,5 % 50 mM 32,7 1,3 
1:1    200 mM 23,5 0,4 
1:16  2 % 50 mM 4,1 0,4 
1:4    200 mM 6,6 0,7 
1:4 1500–1750 kDa 0,5 % 50 mM 44,4 2,5 
1:1    200 mM 25,1 0,6 
1:16  2 % 50 mM 4,9 0,9 
1:4    200 mM 9,7 0,3 
 
Obr. 29 Obsah sušiny v gelu v závislosti na koncentraci (0,5% a 2% roztok) a molekulové 
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Obr. 30 Obsah sušiny v gelu v závislosti na koncentraci CTAB a HyA (0,5% a 2%) 
a molekulové hmotnosti HyA 
Koncentrace roztoku hyaluronanu má znatelný vliv na obsah sušiny v gelu – snížení 
koncentrace způsobuje navýšení této hodnoty X a opačně (Obr. 29). Pravděpodobně je tato 
závislost na koncentraci HyA dána odlišným charakterem vzniklého gelu. Jak již bylo 
nastíněno v předchozí kapitole – nejspíše při nižší koncentraci HyA vzniká kompaktnější gel, 
do jehož struktury se může zabudovat méně vody (čímž jí může být odpařeno také méně), či 
je tak silně vázaná na řetězce HyA, že ji při zvolené teplotě (100 °C) nelze zcela vysušit. Na 
druhou stranu při použití vyšší koncentrace HyA, získáváme méně kompaktní gel, jež je 
schopen pojmout do své struktury více vody, a pravděpodobně není tato voda příliš silně 
vázaná a může být snadno odpařena při zvolené teplotě, získáváme tak nízké hodnoty obsahu 
sušiny v gelu (u 2% roztoků HyA). 
Vliv molekulové hmotnosti HyA je nižší než ovlivnění změnou koncentrace HyA, přesto 
lze vidět zvýšení hodnot obsahu sušiny v gelu s rostoucí molekulovou hmotností u všech 
měřených gelů. 
Z grafu (Obr. 30) je patrný pokles obsahu sušiny v gelu s rostoucí koncentrací tenzidu 
(200 mM), ale pouze pro vzorky obsahující 0,5% HyA. Naproti tomu pro gely s 2% HyA 
dochází k nárůstu zjišťované hodnoty pro vzorky s vyšší koncentrací tenzidu (200 mM). 
Tento fakt lze odůvodnit na základě poměru vazných míst na řetězci hyaluronanu a tenzidu 
CTAB. Hodnota X je vyšší u gelů s poměrem 1:4 (HyA:CTAB), jež odpovídá vzorkům 
s obsahem 0,5% roztoku HyA s 50 mM CTAB (případně 2% s 200 mM) než v jiné zvolené 
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Obr. 31 Vliv koncentrace původních roztoků HyA a CTAB na průběh procesu sušení 
na sušinových vahách, molekulová hmotnost HyA je 750–1000 kDa 
 
Obr. 32 Ukázka proložení lineární oblasti dat z obr. 31. Vliv koncentrace původního 
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y = −0,0286x + 0,8766 
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Byl zkoumán průběh sušení pomocí sušinových vah. Z Obr. 32 je vidět odlišný sklon 
sušinových křivek pro vzorky lišící se koncentrací HyA. Pro porovnání byla lineární oblast 
sušinových křivek proložena lineární regresí a stanovena její rovnice. Obecně ji lze napsat ve 
tvaru y = kx + q, kde k je směrnice dané přímky, kdežto q odpovídá jistému úseku na svislé 
ose. Pro vzorek s 0,5% HyA má rovnice tvar y = −0,0286x + 0,8766, pro druhou křivku 
(2% HyA) platí y = −0,0476x + 0,9913 (Obr. 32). Z rovnic lze určit směrnice a tedy i sklon 
příslušných křivek. Hodnota směrnice křivky odpovídající vzorku s obsahem 0,5% HyA 
(k = 0,0286) je nižší než u druhého vzorku (k = 0,0476) a tedy i sklon je menší. 
Naproti tomu změna tvaru sušinových křivek je nepříliš znatelná při volbě rozdílné 
koncentrace tenzidu (Obr. 31). Přesto lze vidět, že sklon křivky u vzorků s nižší koncentrací 
CTAB (50 mM) je vyšší, než v případě použití 200 mM roztoku tenzidu. 
 
Obr. 33 Vliv molekulové hmotnosti roztoku HyA na průběh procesu sušení na sušinových 
vahách, použit 2% roztok HyA 
Průběh procesu sušení se téměř nemění u vzorků s odlišnou molekulovou hmotností HyA 
(Obr. 33). Z toho lze soudit, že vzorky s různou hmotností molekuly – tedy délkou řetězce 
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  46 
5.2.3 Botnání 
Připravené sušiny byly využity ke zkoumání procesu botnání gelů. Podíl hmotností 
původního gelu a jeho formy v nabotnaném stavu vyjadřuje hodnota Y – neboli bylo 
stanovováno množství vody, které je vysušený gel schopen pojmout zpět. 
Tabulka 3 Hodnota Y vyjadřuje nabotnaný gel vzhledem k původnímu gelu v procentech, je 
v závislosti na poměru vazných míst HyA (Mw 750–1000 kDa a 1500–1750 kDa) a CTAB 





750–1000 kDa HyA CTAB 
Průměrná hodnota 
obsahu sušiny 




1:4  0,5 % 50 mM 35,4 2,0 
1:1    200 mM 32,8 2,5 
1:16  2 % 50 mM 19,2 1,4 
1:4    200 mM 20,9 1,4 
1:4 1500–1750 kDa 0,5 % 50 mM 41,5 1,2 
1:1    200 mM 37,6 0,8 
1:16  2 % 50 mM 23,7 2,8 
1:4    200 mM 12,3 1,5 
 
Obr. 34 Hodnota Y v závislosti na koncentraci (0,5% a 2%) a molekulové hmotnosti HyA 
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Z grafu je patrný pokles hodnoty Y s rostoucí koncentrací původního roztoku HyA. Tento 
fakt koresponduje s měřením hodnoty obsahu sušiny v gelu. Gely s různou koncentrací HyA 
mají s největší pravděpodobností odlišný charakter. Jak již bylo uvedeno v kapitole 5.2.2, 
hodnota obsahu sušiny v gelu je závislá na koncentraci HyA, což má vliv i na hodnotu Y – 
sušina je schopna pojmout zpět mnohem méně vody pokud je hodnota obsahu sušiny v gelu 
nižší. U vzorků s 0,5% HyA je hodnota obsahu sušiny v gelu vyšší (než u gelů s 2% HyA), 
což znamená, že i hodnota Y je vyšší v porovnání se vzorky obsahující 2% HyA. 
Naproti tomu vliv molekulové hmotnosti na hodnotu Y není tak znatelný. Dochází 
k nárůstu množství vody, jež je schopen vysušený gel pojmout zpět s rostoucí molekulovou 
hmotností. Pouze u vzorku s 2% roztokem HyA s molekulovou hmotností 1500–1750 kDa 
a 200 mM roztokem CTAB je trend opačný a hodnota Y je nízká. 
5.3 Charakterizace supernatantu 
5.3.1 Sušiny 
5.3.1.1 Vliv koncentrace a molekulové hmotnosti HyA a koncentrace tenzidu 
U příslušných vzorků byla zjišťována hodnota obsahu sušiny v roztoku supernatantu 
(v procentech obdobně jako pro gely – stejný výpočet hodnoty X) v závislosti na koncentraci 
a molekulové hmotnosti původního roztoku HyA a na koncentraci příslušného tenzidu CTAB. 
Tabulka 4 Procentuální obsah sušiny v roztoku supernatantu X v závislosti na molekulové 
hmotnosti HyA, koncentraci HyA a CTAB 
HyA 
750–1000 kDa HyA CTAB 
Průměrná hodnota 
obsahu sušiny v roztoku 
supernatantu X [%] 
Směrodatná 
odchylka [%] 
0,5 % 50 mM 1,2 0,1 
  200 mM 3,8 0,2 
2 % 50 mM 1,9 0,4 
  200 mM 5,2 0,9 
1750–2000 kDa  0,5 % 50 mM 1,3 0,1 
  200 mM 3,9 0,2 
2 % 50 mM 1,9 0,1 
  200 mM 5,5 0,2 
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Obr. 35 Obsah sušiny v roztoku supernatantu v závislosti na koncentraci HyA a CTAB. 
Dvojice sloupců příslušející jedné koncentraci hyaluronanu vyjadřuje výsledky pro různé 
molekulové hmotnosti, z nichž vždy světlejší sloupec přísluší Mw 750–1000 kDa a tmavší Mw 
1750–2000 kDa 
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Z grafu (Obr. 35) je vidět zřetelný nárůst obsahu sušiny v supernatantu X s růstem 
koncentrace tenzidu. Tento fakt koresponduje s předpokladem: při vyšší koncentraci CTAB 
nám po vysušení supernatantu zůstane větší množství sušiny, protože při použití vyšší 
koncentrace tenzidu, zůstane v roztoku supernatnatu po fázové separaci větší množství 
tenzidu. 
Dále byla zjištěna vyšší hodnota obsahu sušiny v supernatantu s rostoucí koncentrací HyA. 
Tento fakt je analogický s měřením hodnoty obsahu sušiny v gelu, na kterou má značný vliv 
právě koncentrace HyA. Je možné, že zůstává v roztoku supernatantu i jisté malé množství 
HyA, jež ovlivňuje hodnotu X. Na druhou stranu může mít na tuto hodnotu vliv zůstatek 
CTAB v supernatantu. Tento předpoklad je podpořen výsledky solubilizačních testů. Nejspíše 
je hodnota X ovlivněna přítomností HyA i tenzidu CTAB. 
Z výsledků (Obr. 36) nebyla zjištěna závislost hodnoty X na molekulové hmotnosti HyA. 
Hodnoty pro gely s odlišnou molekulovou hmotností (se stejnou koncentrací HyA a CTAB) 
jsou v rámci chybových úseček shodné. 
5.3.2 Sušinové křivky 
 
Obr. 37 Sušinové křivky připravených vzorků supernatantu 
Z grafu je vidět pouze nepatrný rozdíl ve sklonu daných křivek – průběh procesu sušení je 
podobný. Z tohoto důvodu není metoda měření průběhu sušení příliš vhodná pro vzorky 
supernantantu – pravděpodobně dáno nízkou celkovou hmotností a charakterem supernatantu, 
jež má příliš vysoký podíl vody ve srovnání s měřenými gely. Přesto byla zaznamenána 
změna ve tvaru sušinových křivek v závislosti na molekulové hmotnosti HyA. Při zvolení 
vyšší molekulové hmotnosti HyA dochází k více pozvolnému sušení supernatantů, kdežto pro 
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HyA 300–500 kDa, 0,5% HyA 300–500 kDa, 2% 
HyA 1500–1750 kDa, 0,5% HyA 1500–1750 kDa, 2% 
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5.4 Reologie hyaluronových gelů 
Předem připravené hyaluronové gely (viz gelace 4.2.2) byly proměřeny na reometru typu 
ARGR Rheometr TA Instruments pomocí programu Rheology advantage data analysis. Již 
z vizuálního hlediska byly zřejmé odlišnosti v konzistenci mezi jednotlivými vzorky gelů 
s různou koncentrací a molekulovou hmotností HyA a koncentrací CTAB. Všechny vzorky 
byly podrobeny oscilačnímu reologickému měření, dále byly měřeny tokové testy. 
5.4.1 Proměřené vzorky gelů, zásobní roztoky HyA 
Pro všechny vzorky měřených gelů byla použita geometrie deska-deska s průměrem 
25 mm. Zásobní roztoky (ZR) HyA jsou tekutější, proto byla zvolena geometrie kužel-deska 
(K-D) s průměrem 40 mm a úhlem 1 °, přičemž v případě 0,5% zásobních roztoků bylo 
dokonce využito geometrie válec-válec (V-V) přesněji double-gap (Obsahuje dutý válec, 
jehož výhodou je nižší spotřeba vzorku.) s parametry rotoru – vnější průměr 22 mm, vnitřní 
20,4 mm a s vnějším průměrem statoru 20 mm. Výška válce je 59,5 mm. 
Tabulka 5 Příslušná použitá geometrie pro jednotlivé vzorky gelů a zásobní roztoky HyA 
CTAB HyA 
 M (kDa) 300–500 750–1000 1500–1750 1750–2000 
 c (%) 0,5 2 0,5 2 0,5 2 0,5 2 
50 mM  
Deska-deska 
200 mM  
ZR – bez CTAB  V-V K-D V-V K-D V-V K-D V-V K-D 
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5.4.2 Oscilační testy 
5.4.2.1 Deformační oscilační test – „strain sweep“ 
Nejprve byl proveden deformační test (tzv. „strain sweep“). Při tomto procesu je udržována 
konstantní frekvence, přičemž dochází ke změně amplitudy napětí. Cílem tohoto testu je 
nalézt oblast lineární viskolelasticity a zvolit si příslušnou hodnotu napětí v této oblasti, čehož 
je využito pro správné nastavení měření testů tzv. „frequency sweep“. 
Z grafu je zřetelně vidět oblast lineární viskoelasticity u daného vzorku při nízkých 
hodnotách deformace přibližně od 0,05–10 %. Z tohoto rozmezí byla zvolena hodnota 
deformace („strain“) 1 % pro následné frekvenční testy (tzv. „frequency sweep“) u všech 
připravených gelů (Obr. 38). Pouze u 0,5% zásobních roztoků HyA byla tato hodnota 
deformace snížena na 0,01 % vycházející z příslušného testu „strain sweep“ pro tyto roztoky 
viskózního charakteru. 
 
Obr. 38 Závislost modulů na deformaci – oblast lineární viskoelasticity v rozmezí přibližně 
0,05–9 % (pro nastavení měření frekvenční testů byla zvolena hodnota deformace 1 %) 
5.4.2.2 Frekvenční oscilační testy – „frequency sweep“ 
Při měření oscilačních testů přesněji frekvenčních („frequency sweep“) je udržováno 
konstantní napětí (deformace, „strain“ na hodnotě 1 %, v případně 0,5% zásobních roztoků 
HyA byla hodnota nastavena na 0,01 %), přičemž dochází ke změně frekvence otáčení 
v rozsahu od 0,01–20 Hz. Počet bodů na jednu dekádu bylo 6. Maximální hodnota normálové 
síly byla nastavena na 5 N. Měřené vzorky byly vždy temperovány 5 minut na 25 °C. 
Výsledkem měření je závislost paměťového G´´ a ztrátového modulu G´ případně ztrátového 





















HyA 1750-2000 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM HyA 1750-2000 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM
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5.4.3 Ztrátový a paměťový modul 
Dále uvedené grafy znázorňují závislost paměťového a ztrátového modulu na úhlové 
frekvenci ω. Také byl zjišťován bod, kdy dochází k protnutí daných modulů tzv. „cross-over 
point“. 
5.4.3.1 „Cross-over point“ – bod protnutí křivek modulů 
Měřením komplexních modulů v závislosti na úhlové frekvenci lze stanovit tzv. „cross-over 
point“ (Obr. 39). Za nižší úhlové frekvence jsou hodnoty obou modulů nízké a projevuje se 
spíše viskózní charakter – ztrátový modul G´´ je vyšší, než je hodnota elastického modulu G´. 
V bodě známém jako „cross-over point“ se křivka elastického modulu protne s křivkou 
viskozitního modulu. Obecně pro gely platí, že od tohoto bodu bude mít elastický modul vyšší 
hodnoty než viskozitní modul. Tuhé elastické gely budou mít vysoký elastický modul a nízký 
fázový úhel a pro velmi tuhé gely lze viskozitní příspěvek považovat za zanedbatelný. 
 
Obr. 39 Závislost modulů na úhlové frekvenci, ukázka bodu protnutí křivek viskózního G´´ 
a elastického modulu G´: tzv. „cross-over point“ 
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Tabulka 6 Hodnota úhlové frekvence a modulu příslušející danému bodu protnutí křivek 
modulů („cross-over point“) u připravených gelů a zásobních roztoků HyA 





300–500 kDa 0,5 % 50 mM 14,51 441,30 
  200 mM 14,31 196,20 
2 % 50 mM 4,60 6,56 
  200 mM 6,10 12,80 
750–1000 kDa 0,5 % 50 mM 1,29 557,00 
  
200 mM 2,72 326,60 
2 % 50 mM 7,89 198,20 
  200 mM 20,43 74,80 
1500–1750 kDa 0,5 % 50 mM 0,14 562,30 
  
200 mM 0,26 184,80 
2 % 50 mM 2,72 51,55 
  200 mM 0,91 114,15 
1750–2000 kDa 0,5 % 50 mM 0,12 623,45 
  200 mM 0,17 242,00 
2 % 50 mM 1,02 70,96 
  200 mM 0,28 68,24 
Zásobní roztoky HyA  
300–500 kDa 2 %   Bez protnutí Bez protnutí 
750–1000 kDa 2 %   29,92 44,03 
1500–1750 kDa 2 %   2,48 30,09 
1750–2000 kDa  2 %   1,34 45,68 
U všech vzorků gelů a příslušných zásobních roztoků HyA byla pro každý bod („cross-over 
point“) zaznamenána do tabulky 6 příslušná hodnota úhlové frekvence ω a modulu G pomocí 
programu Rheology advantage data analysis. 
Z tabulky 6 je vidět, že hodnota modulu (odpovídající bodu protnutí křivek) je nejvyšší pro 
vzorek gelu s 0,5% roztokem HyA s molekulovou hmotností 1750–2000 kDa a s 50 mM 
roztokem tenzidu CTAB. Hodnota úhlové frekvence pro tento vzorek je naopak nejmenší, což 
znamená, že již při poměrně nízké hodnotě úhlové frekvence začne převládat elastický modul 
G´ (dříve než u ostatních měřených gelů). Daný gel má v rozsahu frekvencí největší elastický 
charakter z měřených vzorků. Tento fakt byl také podpořen pozorováním vzniklého gelu – 
poměrně tuhý, kompaktní gel. Také hodnota obsahu sušiny v gelu je u tohoto vzorku nejvyšší 
ve srovnání s ostatními měřenými gely. Také sušina připravená z tohoto gelu je schopna 
pojmout zpět největší množství vody (nejvyšší hodnota Y). 
Byl zaznamenán vliv molekulové hmotnosti HyA – s její rostoucí hodnotou roste i hodnota 
daného modulu. Z tabulky je vidět zřetelný nárůst hodnoty modulu u vzorků s nižší 
koncentrací HyA (0,5%). Tento fakt je pravděpodobně dán odlišným charakterem vzniklého 
gelu při různé koncentraci HyA. Naproti tomu je hodnota úhlové frekvence nižší s klesající 
koncentrací HyA. Tento trend je opačný u gelů s obsahem nízké molekulové hmotnosti HyA 
300–500 kDa. 
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Vliv koncentrace CTAB závisí na zvolené koncentraci HyA – záleží na poměru vazných 
míst na řetězci hyaluronanu a CTAB. Poměr 1:4 (HyA:CTAB) připadá na vzorky s obsahem 
0,5% HyA a 50 mM CTAB – hodnoty modulů jsou nejvyšší a úhlová frekvence nejnižší 
(kromě gelů s molekulovou hmotností 300–500 kDa). 
U 2% zásobních roztoků HyA dochází k poklesu hodnoty úhlové frekvence s rostoucí 
molekulovou hmotností HyA. U vzorku s molekulovou hmotností 1750–2000 kDa, začne 
elastický modul převažovat modul ztrátový již při nízké úhlové frekvenci, což značí elastický 
charakter vzorku. Hodnoty pro zásobní 0,5% roztoky HyA nejsou uvedeny, jelikož se jedná 
o vzorky příliš „tekuté“ a frekvenční test pro ně není vhodný. 
5.4.4 Zásobní roztoky HyA – srovnání se vzorky gelů 
 
Obr. 40 Vliv molekulové hmotnosti HyA u zásobních roztoků HyA na velikost modulů 
a polohu bodu protnutí křivek 
Z grafu (Obr. 40) je vidět zřetelný nárůst hodnot modulů G´ a G´´ s molekulovou hmotností 
zásobního roztoku HyA. Také bod, kdy se moduly protínají, je posunut v ose x k nižším 
hodnotám úhlové frekvence u vzorku s vyšší molekulovou hmotností. Z těchto výsledků lze 
usuzovat největší viskoelastický charakter pro zásobní roztok s molekulovou hmotností HyA 
1750–2000 kDa. 
Srovnáním naměřených hodnot gelu s příslušným zásobním roztokem (Obr. 41) bylo 
zjištěno, že hodnoty modulů jsou vyšší pro daný vzorek gelu vzhledem k zásobnímu roztoku 
HyA se stejnou koncentrací a molekulovou hmotností. Tento fakt je způsoben přídavkem 



























Úhlová frekvence (rad·s–1) 
ZR 300–500 kDa, 2% ZR 750–1000 kDa, 2% ZR 1750–2000 kDa, 2% 
ZR 300–500 kDa, 2% ZR 750–1000 kDa, 2% ZR 1750–2000 kDa, 2% 
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Obr. 41 Vliv přídavku CTAB (interakce tenzidu s HyA) na velikost modulů a polohu bodu 
protnutí křivek 
5.4.5 Vliv koncentrace a molekulové hmotnosti roztoku HyA 
 

























Úhlová frekvence (rad·s–1) 
ZR 750–1000 kDa, 2% HyA 750–1000 kDa, 2%, CTAB 50 mM 
























Úhlová frekvence (rad·s–1) 
HyA 1500–1750 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM HyA 1500–1750 kDa, 2%, CTAB 50 mM 
HyA 1500–1750 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM HyA 1500–1750 kDa, 2%, CTAB 50 mM 
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Z grafu (Obr. 42) je vidět, že při vyšších frekvencích u obou vzorků převažuje od jistého 
bodu modul elastický G´. Dané materiály odolávají konstantní deformaci lépe při vyšších 
frekvencích, kde je jejich charakter nejelastičtější, zatímco spíše viskózním chováním se 
vyznačují při nižších frekvencích. Snížení hodnot obou modulů a posunutí jejich průsečíku 
k vyšší hodnotě úhlové frekvence je dáno v tomto případě rostoucí koncentrací HyA, neboli 
vzorek obsahující 0,5% roztok HyA má větší viskoelastický charakter. 
Na druhou stranu dle níže uvedeného grafu (Obr. 43) molekulová hmotnost HyA nemá 
příliš vliv na velikost hodnot daných modulů. Dochází ale k posunu bodu protnutí křivek 
(„cross-over point“) k nižším hodnotám úhlovém frekvence s rostoucí molekulovou hmotností 
– již při poměrně nízké hodnotě úhlové frekvence začne převládat elastický modul G´. U gelu 
obsahující HyA o molekulové hmotnosti 750–1000 kDa přísluší danému bodu protnutí křivek 
modulů hodnota úhlové frekvence 1,29 rad·s–1, kdežto u vzorku s nižší molekulovou 
hmotností HyA (300–500 kDa) je tato hodnota 14,51 rad·s–1 – tedy větší přibližně o řád. 
 

























Úhlová frekvence (rad·s–1) 
HyA 300–500 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM HyA 750–1000 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM 
HyA 300–500 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM HyA 750–1000 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM 
  57 
5.4.6 Vliv koncentrace CTAB – poměr vazných míst 
 
Obr. 44 Vliv koncentrace CTAB pro vzorky obsahující 0,5% roztok HyA s molekulovou 
hmotností 1500–1750 kDa, příslušné poměry vazných míst HyA:CTAB jsou 1:4 a 1:1 
 
Obr. 45 Vliv koncentrace CTAB pro vzorky obsahující 2% roztok HyA s molekulovou 






















Úhlová frekvence (rad·s–1) 
HyA 0,5%, CTAB 50 mM, 1:4 HyA 0,5%, CTAB 50 mM, 1:4
























Úhlová frekvence (rad·s–1) 
HyA 2%, CTAB 50 mM, 1:16 HyA 2%, CTAB 50 mM, 1:16
HyA 2%, CTAB 200 mM, 1:4 HyA 2%, CTAB 200 mM, 1:4
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Srovnáním předchozích dvou grafů (Obr. 44, Obr. 45) byla zjištěna závislost velikosti 
modulů na poměru vazných míst na řetězci HyA a CTAB. Z Obr. 44 je vidět posun křivek 
modulů k vyšším hodnotám u gelu s 50 mM roztokem CTAB, přesně opačný trend byl 
zaznamenán v druhém grafu (Obr. 45), kdy dochází ke snížení hodnot modulů u vzorku 
s koncentrací tenzidu 50 mM. Tento fakt lze vysvětlit na základě poměru vazných míst 
na řetězci HyA a CTAB. V prvém případě (Obr. 44) se totiž jedná o vzorky s 0,5% HyA, 
kdežto v druhém grafu (Obr. 45) se nachází gely s obsahem 2% HyA. Tento rozdíl nám mění 
poměr vazných míst a tím i polohu křivek obou modulů. 0,5% roztok HyA s 50 mM roztokem 
CTAB odpovídá poměru vazných míst na řetězci HyA a CTAB 1:4, stejného poměru 
dosahujeme v případě volby koncentrace HyA 2% a 200 mM CTAB. Lze předpokládat, že 
volba tohoto poměru způsobuje nárůst hodnot modulů a posun bodu protnutí k nižším 
hodnotám úhlové frekvence v porovnání s dalšími vzorky v poměrech 1:1 (0,5% roztok 
s 200 mM CTAB) či 1:16 (2% roztok s 50 mM CTAB). 
S rostoucí (1:1) i klesající (1:16) hodnotou poměru vazných míst HyA:CTAB od hodnoty 
1:4 dochází k poklesu hodnot modulů a posunu bodu jejich protnutí k vyšším hodnotám 
úhlové frekvence. Z toho můžeme usuzovat, že již při poměrně nízké hodnotě úhlové 
frekvence začne převládat elastický modul G´ u vzorků s poměrem 1:4 (HyA:CTAB) a také 
mají tyto gely větší elastický charakter než vzorky s jiným poměrem vazných míst (při 
srovnání vzorků se stejnou koncentrací HyA). 
Pro vzorek s 0,5% HyA a 50 mM CTAB (poměr 1:4) je hodnota úhlové frekvence 
příslušející bodu protnutí 0,14 rad·s–1 a v případě 0,5% roztoku HyA s 200 mM CTAB (poměr 
1:1) odpovídá hodnotě 0,27 rad·s–1 (Obr. 44). Tento posun „cross-over point“ není příliš 
znatelný ve srovnání s gely s 2% HyA (Obr. 45). Pro gel (2% HyA) s poměrem vazných míst 
1:4 (HyA:CTAB) byla zjištěna hodnota úhlové frekvence 0,91 rad·s–1, kdežto pro vzorek 
s poměrem 1:16 (2% roztok s 50 mM CTAB) je příslušná hodnota mnohem vyšší 2,72 rad·s–1. 
Hodnota modulu připadající tomuto gelu (1:16) je nižší než v případě ostatních vzorků se 
stejnou molekulovou hmotností HyA. Z toho můžeme usuzovat nejnižší elastický charakter 
pro vzorek s poměrem 1:16 (2% HyA). 
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5.4.7 Ztrátový úhel δ 
O pevnosti a elasticitě daných gelů nám vypovídá ztrátový úhel, jenž lze zjistit z rozdílu 
v hodnotách paměťového a ztrátového modulu. Vysoká hodnota přibližně nad 120 ° nám 
svědčí o viskózním charakteru zkoumaného materiálu, kdežto nízká čísla nám udávají, že se 
jedná o převážně elastický materiál. 
Obecně dochází u gelů, jakožto viskoelastických materiálů s elastickým charakterem, 
ke zvýšení ztrátového úhlu se snižující se frekvencí. Tyto materiály odolávají napětí lépe při 
vyšších frekvencích, při nízkých hodnotách frekvence se projevuje jejich viskózní charakter, 
jelikož jsou více namáhány. 
 
Obr. 46 Změna ztrátového úhlu v závislosti na koncentraci HyA 
Z grafu (Obr. 46) je vidět vliv koncentrace roztoku HyA na hodnotu ztrátového úhlu 
daných gelů. Při vyšší koncentraci (2%) je křivka ztrátového úhlu položena výše, což svědčí 
o více viskózním charakteru vzorku. Druhý gel s 0,5% roztokem HyA je více elastický – 
hodnoty ztrátového úhlu jsou nižší. Tento fakt, je dán rozdílným poměrem vazných míst 
u vzorků s odlišnou koncentrací HyA – gel s 2% HyA má poměr 1:16, kdežto u druhého 


























Úhlová frekvence (rad·s–1) 
HyA 750–1000 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM HyA 750–1000 kDa, 2%, CTAB 50 mM 
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5.4.8 Tokový test 
5.4.8.1 Nastavení 
Při měření tokových testů je nastavena konstantní deformace („shear rate“ s–1), přičemž se 
mění frekvence otáčení v rozsahu od 0,01–100 Hz. Počet bodů na jednu dekádu bylo 5. 
Měřené vzorky byly vždy temperovány na 25 °C. Výsledkem tohoto měření je závislost 
viskozity na smykové rychlosti (odpovídá podílu derivace deformace a času). 
5.4.8.2 Crossův model 
V programu Reology advantage data analysis byly hodnoty proloženy křivkou, jež 
odpovídá Crossovu modelu. Byly zjištěny hodnoty viskozit při aproximovaných hodnotách 
nulové smykové rychlosti (limitní viskozita , „zero-rate viscosity“) a její hodnotě 
v nekonečnu (asymptotická viskozita , „infinitive-rate viscosity“). Ukázka proložení grafu 
pro 0,5% zásobní roztok HyA o molekulové hmotnosti 1500–1750 kDa. 
 
Obr. 47 Crossův model – ukázka zjištění hodnot limitní a asymptotické viskozity pomocí 
programu Reology advantage data analysis 
V tabulce 7 jsou uvedeny hodnoty limitní a asymptotické viskozity pro jednotlivé vzorky 
gelů a také byly tyto hodnoty zjišťovány u příslušných zásobních roztoků HyA. 
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Tabulka 7 Naměřené hodnoty viskozit při aproximovaných hodnotách nulové smykové 
rychlosti (limitní viskozita, „zero-rate viscosity“) a její hodnotě v nekonečnu (asymptotická 
viskozita, „infinitive-rate viscosity“) 
Gely HyA  HyA CTAB 
Limitní viskozita η0 
(Pa·s) 
Asymptotická viskozita η∞ 
(Pa·s) 
300–500 kDa 0,5 % 50 mM 134,4 48,0·10
−1
 
  200 mM 42,8 1,8·10
−5
 
2 % 50 mM 2,5 3,3·10
−6
 
  200 mM 3,1 1,3·10
−5
 




200 mM 522,6 6,8·10
−2
 
2 % 50 mM 177,8 4,0·10
−1
 
  200 mM 16,7 1,8·10
−6
 




200 mM 2966,0 2,0·10
−1
 
2 % 50 mM 104,6 1,6·10
−6
 
  200 mM 1558,0 1,7·10
−6
 
1750–2000 kDa 0,5 % 50 mM 15698,0 3,7·10
−2
 
  200 mM 6135,0 4,7·10
−2
 
2 % 50 mM 199,1 6,1·10
−7
 
  200 mM 1787,0 2,7·10
−1
 
Zásobní roztoky HyA  
300–500 kDa 0,5 %   0,101 1,9·10
−2
 
2 %   0,606 3,8·10
−2
 
750–1000 kDa 0,5 %   0,996 1,4·10
−4
 
2 %   8,160 7,4·10
−2 
1500–1750 kDa 0,5 %   0,901 1,9·10
−6
 
2 %   68,48 1,7·10
−6
 
1750–2000 kDa 0,5 %   0,582 5,9·10
−3
 
2 %   181,3 1,5·10
−1
 
Z tabulky 7 je vidět, že limitní viskozita (hodnota při aproximované nulové hodnotě 
smykové rychlosti) je nejvyšší pro vzorek gelu s 0,5% roztokem HyA s molekulovou 
hmotností 1750–2000 kDa a s 50 mM roztokem tenzidu CTAB. 
Z toho můžeme usuzovat vliv molekulové hmotnosti HyA – platí zde přímá úměra – 
s rostoucí molekulovou hmotností HyA roste i hodnota limitní viskozity. Z tabulky je vidět 
zřetelný nárůst limitní viskozity (ale také hodnoty asymptotické viskozity) u vzorků s nižší 
koncentrací HyA (0,5%). Tento fakt je dále diskutován a pravděpodobně je dán odlišným 
charakterem vzniklého gelu při různé koncentraci HyA. 
Vliv koncentrace HyA a CTAB spolu souvisí – záleží na poměru vazných míst na řetězci 
hyaluronanu a tenzidu. Obsah 0,5% HyA a 50 mM CTAB odpovídá poměru vazných míst 1:4 
– hodnota limitní viskozity je nejvyšší u všech vzorků s tímto poměrem. Tento poměr připadá 
také na gely s 2% HyA a s 200 mM CTAB – u těchto gelů byl zaznamenán zřetelný nárůst 
hodnoty limitní viskozity oproti vzorkům s nižší koncentrací tenzidu (50 mM) – tento závěr 
platí jen u gelů s vysokou molekulovou hmotností HyA (1500–2000 kDa). 
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V závěrečné části tabulky jsou uvedeny hodnoty  a η∞ pro zásobní roztoky HyA. U všech 
roztoků dochází k nárůstu hodnot limitní viskozity s rostoucí molekulovou hmotností 
a koncentrací HyA. Hodnoty limitní viskozity jsou u všech zásobních roztoků HyA nižší než 
u příslušných gelů, což je způsobeno přídavkem tenzidu CTAB, který slouží jako spoj mezi 
řetězci hyaluronanu. 
5.4.8.3 Zásobní roztok HyA – závislost na koncentraci HyA 
Jak je vidět z grafu (Obr. 48) při nízkých smykových rychlostech je viskozita vysoká 
a vzorky se chovají jako newtonovské. Při zvýšení smykové rychlosti dochází k poklesu 
viskozity, což je příkladem pseudoplastického chování. Tento fakt je dán viskoelastickým 
chováním hyaluronanu v roztoku. Řetězce hyaluronanu jsou schopny se zaplétat 
a k samotnému síťování dochází již při nízkých koncentracích hyaluronanu [21]. Vzniklé sítě 
v roztoku vykazují odlišné vlastnosti vzhledem k izolovaným molekulám hyaluronanu. Při 
velmi vysokých hodnotách smykové rychlosti již nejsou řetězce schopny odolávat napětí, 
dochází k rozrušení propletení a ke zpětné obnově již nedochází – roztok se opět chová jako 
newtonovská kapalina. 
 
Obr. 48 Závislost viskozity na koncentraci zásobního roztoku HyA s molekulovou hmotností 
1500–1750 kDa 
Z grafu (Obr. 48) je patrný rozdíl v hodnotách viskozit pro zásobní roztok s různou 
koncentrací HyA. Platí zde přímá úměra – křivka závislosti viskozity na smykové rychlosti je 
výše položena (vyšší hodnoty viskozit) pro vzorek s vyšší koncentrací HyA (2%). Na druhou 
stranu u tohoto gelu začíná viskozita strměji klesat při nižší hodnotě smykové rychlosti 
(přibližně od hodnoty 0,4 s–1) v porovnání se vzorkem gelu s 0,5% roztokem HyA – kde 
hodnota limitní viskozity zůstává déle téměř konstantní (pomalý pokles) při nízkých 


















Smyková rychlost (s–1) 
ZR HyA 0,5% ZR HyA 2%
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5.4.8.4 Srovnání se vzorkem gelu 
 
Obr. 49 Srovnání vzorku gelu s 2% zásobním roztokem HyA 
 

















Smyková rychlost (s–1) 




















Smyková rychlost (s–1) 
ZR HyA 1500–1750 kDa, 0,5% HyA 1500–1750 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM 
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Z grafů (Obr. 49, Obr. 50) je vidět vliv přídavku tenzidu k roztoku HyA na hodnoty 
viskozit – dochází k nárůstu limitní viskozity („zero-rate“ viskozity) i v rámci několika řádů, 
což může sloužit jako důkaz poměrně silné elektrostatické interakce mezi CTAB a řetězci 
HyA. U daných vzorků gelů (Obr. 49, Obr. 50) je poměr vazných míst 1:4 (HyA:CTAB). 
Lze pozorovat odlišný tvar křivek u grafů (Obr. 49, Obr. 50) v závislosti na zvolené 
koncentraci HyA. Křivka viskozity pro gel s 2% HyA je výše položena než u příslušejícího 
zásobního roztoku HyA (Obr. 49) a při vyšších smykových rychlostech byly zaznamenány 
jisté výkyvy v plynulosti křivky pro tento gel, což bylo pravděpodobně způsobeno narušením 
struktury gelu během měření. 
Hodnota limitní viskozity je vyšší u gelu s 0,5% HyA o více než o 4 řády ve srovnání 
s příslušným zásobním roztokem (Obr. 50) a prudce klesá již při nízkých hodnotách smykové 
rychlosti, zatímco u zásobního roztoku nastává pozvolnější pokles. Tyto odlišnosti ve tvaru 
křivek jsou pravděpodobně dány odlišným charakterem vzniklých gelů při různé koncentraci 
HyA. 
5.4.8.5 Vliv koncentrace a molekulové hmotnosti HyA 
 
Obr. 51 Vliv koncentrace roztoku HyA na viskozitu připravených gelů 
Hodnota viskozity při nízké smykové rychlosti je vyšší pro vzorek s nižší koncentrací HyA 
(Obr. 51). Tento fakt také koresponduje s výsledky měření frekvenčních testů, kde byly 
hodnoty modulů u gelů s nižší koncentrací HyA vyšší a bod protnutí křivek („cross-over 
point“) je posunut k nižším hodnotám úhlové frekvence. Tyto závěry souhlasí také 
s pozorováním charakteru gelů – s obsahem 0,5% HyA je gel mnohem tužší, ale vzniká 
v menším množství než v případě 2% roztoku HyA. 
Velmi zajímavý je fakt, že u samotných zásobních roztoků HyA dochází k nárůstu 
viskozity s rostoucí koncentrací (Obr. 48), kdežto u měřených vzorků gelů je tomu naopak. 




















Smyková rychlost (s–1) 
HyA 1500–1750 kDa, 0,5%, CTAB 200 mM HyA 1500–1750 kDa, 2%, CTAB 200 mM 
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použití nižší koncentrace zásobního roztoku HyA dochází při gelaci k lepšímu zabudování 
tenzidu CTAB do struktury gelu. Nejspíše se vytváří více spojů (tvořených CTAB) mezi 
řetězci hyaluronanu a gel se stává více kompaktní (vychází také z pozorování) s vyšším 
elastickým charakterem. Z těchto důvodů dochází k velkému nárůstu limitní viskozity u gelu 
s 0,5% HyA ve srovnání s příslušným zásobním roztokem HyA. Naproti tomu s použitím více 
koncentrovaného zásobního roztoku HyA (2%) vznikají méně kompaktní gely – na vzniklou 
strukturu bude mít vliv zabudovaný tenzid. Nárůst limitní viskozity u gelu s 2% HyA 
vzhledem k příslušnému zásobnímu roztoku HyA není tak znatelný jako v případě gelu 
s 0,5% HyA. Z těchto důvodů dochází k opačnému trendu závislosti na koncentraci HyA 
u připravených gelů a zásobních roztoků HyA (S rostoucí koncentrací HyA dochází u gelů 
k poklesu limitní viskozity, zatímco u zásobních roztoků HyA limitní viskozita roste s vyšší 
koncentrací HyA. 
Rozdílný tvar křivek je pravděpodobně dán odlišným charakterem vzniklých gelů při různé 
koncentraci HyA. Gel s 0,5% HyA je více kompaktní a hodnota limitní viskozity je vyšší ve 
srovnání s druhým vzorkem gelu (2%). Na druhou stranu tato hodnota limitní viskozity klesá 
prudčeji mnohem dříve pro gel s 0,5%, zatímco u gelu s 2% HyA je závislost viskozity na 
smykové rychlosti mírně klesající. 
Také byla zkoumána závislost viskozit na molekulové hmotnosti HyA (Obr. 52). 
Pro vzorek připravený z 0,5% roztoku HyA s molekulovou hmotností 1500–1750 kDa 
a 50 mM roztoku CTAB byla naměřena vysoká hodnota viskozity při nízké smykové 
rychlosti. Vzorek s nižší molekulovou hmotností má téměř řádově menší hodnotu limitní 
viskozity. 
Tvar křivek u gelů s rozdílnou molekulovou hmotností HyA je podobný. Liší se pouze při 
nízkých smykových rychlostech, kde vzorek s vyšší molekulovou hmotností HyA má vyšší 
hodnoty viskozit a opačně. 
 



















Smyková rychlost (s–1) 
HyA 1500–1750 kDa, 0,5%, CTAB 50mM HyA 750–1000 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM 
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5.4.8.6 Vliv koncentrace CTAB – poměr vazných míst 
 
Obr. 53 Vliv koncentrace CTAB na viskozitu gelů 
Hodnota viskozity při nízké smykové rychlosti je vyšší pro vzorek s nižší koncentrací 
CTAB (přesněji 50 mM roztok). Tento fakt lze odůvodnit na základě poměru vazných míst. 
V obou případech vzorky obsahují 0,5% roztok HyA, pokud je použit k interakci 50 mM 
roztok tenzidu získáváme poměr vazných míst (1:4) než v případě druhého vzorku 





















Smyková rychlost (s–1) 
HyA 1500–1750 kDa, 0,5%, CTAB 50 mM, 1:4 
HyA 1500–1750 kDa, 0,5%, CTAB 200 mM, 1:1 
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6 ZÁVĚR 
Diplomová práce je zaměřena na přípravu gelů, jejich příslušných supernatantů a zkoumání 
vlivů na fázovou separaci. Dále byl zjišťován charakter gelů (případně supernatantů) pomocí 
procesů sušení a botnání. Reologické testy sloužily k určení viskoelastických vlastností gelů 
a zjištění jejich charakteru. 
Fázovou separací lze docílit oddělení fází pouze u některých vzorků v závislosti 
na zvoleném rozpouštědle či poměru vazných míst na řetězci HyA a CTAB. Při použití vody 
jako rozpouštědla dochází pouze ke vzniku sraženiny. Vytvoření kompaktního gelu s poměrně 
tuhou konzistencí lze docílit při použití chloridu sodného. Koncentrace 0,15 M nebyla 
zvolena náhodou – představuje fyziologický roztok. 
Pozorováním byl zjištěn hraniční poměr vazných míst, kdy ještě dochází k fázové separaci 
– přibližně za stejného množství příslušných skupin na řetězci hyaluronanu a CTAB 
(poměr 1:1). Vhodnější je volba vyšší koncentrace CTAB, než je koncentrace skupin COO− 
na řetězci HyA. Na základě těchto výsledků byly zvoleny příslušné koncentrace roztoků HyA 
a CTAB v diplomové práci. 
Vizuálně byl zjišťován vliv koncentrace HyA na množství vzniklého gelu a jeho 
konzistenci. U vzorků obsahující 0,5% roztok HyA je množství gelu menší než pro gely 
s obsahem 2% roztoku HyA, na druhou stranu je gel mnohem tužší než v případě vyšší 
koncentrace. Tento fakt byl také blíže prozkoumán měřením reologických parametrů 
vzniklých gelů. 
K důkazu přítomnosti hydrofobních domén v gelu slouží hydrofobní barviva (sudánová 
a olejová červeň). Jejich přídavek způsobuje změnu zabarvení vzniklé gelové fáze 
v intenzivně růžovou, přičemž vrchní supernatant zůstává čirý. 
V další části mé diplomové práce byl zkoumán vliv zvolené teploty sušení, koncentrace 
původních roztoků HyA a CTAB a molekulové hmotnosti HyA na složení gelu – tedy 
na hodnotu obsahu sušiny v gelu. 
Z výsledků vyplývá vliv zvolené teploty na obsah sušiny v gelu pro vzorky obsahující 0,5% 
roztok HyA, na druhou stranu tato hodnota není příliš ovlivněna teplotou u gelů s 2% 
roztokem HyA. I když se hodnota obsahu sušiny v gelu (pro 2% roztoky) příliš nemění 
s teplotou, průběh procesu sušení je značně odlišný. S rostoucí teplotou dochází k prudšímu 
poklesu tzv. normované hodnoty úbytku hmotnosti – strmější sušinová křivka. S tím souvisí 
i kratší čas potřebný k sušení. 
Na obsah sušiny v gelu (případně v supernatantu) má vliv mnoho dalších faktorů. Počáteční 
hmotnost vzorku by měla být vyšší než jeden gram a množství použité při opakování měření 
by mělo být přibližně stejné. Hodnota směrodatných odchylek u vzorků s obsahem 2% 
roztoku HyA je menší, jelikož gel vzniká v poměrně velkém množství a díky jeho tekutější 
povaze je vzniklý povrch téměř stejně velký u všech vzorků. Na druhou stranu měření gelů 
s 0,5% HyA je zatíženo větší chybou – použito více vzorků pro jedno měření – konzistence je 
tužší a velikost povrchu proměnná. Z těchto důvodů je velmi důležité zachovávat stejné 
nastavení teploty a dalších parametrů na vahách při všech měřeních. 
Dále byl zjišťován vliv molekulové hmotnosti, koncentrace původního roztoku HyA, 
koncentrace tenzidu CTAB a také nepřímo poměru vazných míst na řetězci HyA a CTAB 
na charakter sušiny a nabotnaného gelu. 
Koncentrace roztoku HyA má znatelný vliv na obsah sušiny v gelu – snížení koncentrace 
způsobuje navýšení této hodnoty X a opačně. Jedno z možných vysvětlení tkví v odlišném 
charakteru vzniklého gelu, což také koresponduje s pozorováním – při nižší koncentraci HyA 
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(0,5%) získáváme více kompaktní gely, než v případě 2% HyA. Pokud máme strukturu více 
kompaktní, může se do ní zabudovat méně vody nebo je tak silně vázaná na řetězce HyA, že ji 
nelze zcela vysušit. Na druhou stranu méně kompaktní struktura (při použití vyšší 
koncentrace HyA – 2%) je nejspíše schopna pojmout do své struktury více vody, jež není 
příliš silně vázaná a může být snadno odpařena při zvolené teplotě, čímž získáme nízké 
hodnoty obsahu sušiny v gelu (u 2% roztoků HyA). 
Vliv molekulové hmotnosti HyA je nižší než ovlivnění změnou koncentrace HyA, přesto 
lze vidět zvýšení hodnot obsahu sušiny v gelu s rostoucí molekulovou hmotností. 
Pouze pro vzorky obsahující 0,5% HyA je patrný pokles obsahu sušiny v gelu s rostoucí 
koncentrací tenzidu. Naproti tomu pro gely s 2% HyA je trend opačný –  nárůst zjišťované 
hodnoty pro vzorky s vyšší koncentrací tenzidu. Tento fakt lze odůvodnit na základě poměru 
vazných míst na řetězci hyaluronanu a tenzidu CTAB. Hodnota X je vyšší u gelů s poměrem 
1:4 (HyA:CTAB), jež odpovídá vzorkům s obsahem 0,5% roztoku HyA s 50 mM CTAB 
(případně 2% s 200 mM) než v jiné zvolené kombinaci (1:1 či 1:16). 
Také byl zkoumán průběh procesu sušení. Byl zjištěn odlišný sklon sušinových křivek pro 
vzorky lišící se koncentrací HyA. Naproti tomu změna tvaru sušinových křivek je nepříliš 
znatelná při volbě rozdílné koncentrace tenzidu či odlišné molekulové hmotnosti HyA. 
Následně byly sušiny gelů použity při procesu botnání, kde bylo určováno množství vody 
(v procentech), jež je schopen vysušený gel pojmout zpět. Byly zjištěny analogické výsledky 
s měřením obsahu sušiny v gelu, jelikož nižší obsah sušiny způsobuje, že je tento vysušený 
gel schopen pojmout zpět menší množství vody. 
Kromě gelu byly charakterizovány jejich příslušné supernatanty pomocí procesu sušení. 
Byla zjišťována hodnota obsahu sušiny v roztoku supernatantu (v procentech obdobně jako 
pro gely) v závislosti na koncentraci a molekulové hmotnosti původního roztoku HyA a na 
koncentraci příslušného tenzidu CTAB. 
S navýšením koncentrace tenzidu dochází k nárůstu obsahu sušiny v supernatantu X. Tento 
fakt koresponduje s předpokladem, že při vyšší koncentraci CTAB nám po vysušení 
supernatantu zůstane větší množství sušiny, protože při použití vyšší koncentrace tenzidu, 
zůstane v roztoku supernatnatu po fázové separaci větší množství tenzidu. 
Dále byla zkoumána závislost hodnoty X na molekulové hmotnosti HyA – nebyl zjištěn 
vliv molekulové hmotnosti HyA. 
Byla zjištěna vyšší hodnota X s rostoucí koncentrací HyA. Tento fakt odpovídá výsledkům 
z měření obsahu sušiny v gelu, na kterou má značný vliv právě koncentrace HyA. Je možné, 
že zůstává v roztoku supernatantu i jisté malé množství HyA, jež ovlivňuje hodnotu X. Na 
druhou stranu může mít na tuto hodnotu vliv zůstatku CTAB v supernatantu. Tento závěr je 
podpořen pozorováním solubilizačních experimentů, kdy dochází u některých vzorků 
k zbarvení částečně i supernatantu. Nejspíše je hodnota X ovlivněna přítomností HyA 
i tenzidu CTAB. 
Obdobně jako u gelů byl zjišťován průběh sušení – v tomto případě nastává pouze nepatrný 
rozdíl ve sklonu daných sušinových křivek a to pouze v závislosti na molekulové hmotnosti 
HyA (dochází k pozvolnějšímu sušení pro vzorky s vyšší molekulovou hmotností HyA). 
Pravděpodobně z důvodu nízké celkové hmotnosti a charakteru supernatantu (obsahuje příliš 
vysoký podíl vody) není tato metoda příliš vhodná pro vzorky supernatantu. 
V druhé části diplomové práce byl zkoumán charakter gelů pomocí reologických testů. Již 
z vizuálního hlediska byly zřejmé odlišnosti v konzistenci mezi jednotlivými gely. Všechny 
vzorky byly podrobeny oscilačnímu reologickému měření, dále byly použity tokové testy. 
  69 
Pomocí deformačního testu (tzv. „strain sweep“) byla nalezena oblast lineární 
viskoelasticity a z tohoto rozmezí byla zvolena hodnota deformace („strain“) 1 % pro 
následné frekvenční testy (tzv. „frequency sweep“) u všech připravených gelů. Pouze u 0,5% 
zásobních roztoků HyA byla tato hodnota deformace snížena na 0,01 % vycházející 
z příslušného testu „strain sweep“ pro tyto roztoky viskózního charakteru. 
Výsledkem měření frekvenčních testů je závislost paměťového G´´ a ztrátového modulu 
G´, případně ztrátového úhlu δ na úhlové frekvenci ω. Také byl zjišťován bod, kdy dochází 
k protnutí daných modulů tzv. „cross-over point“. 
Za nižší frekvence jsou hodnoty obou modulů nízké a projevuje se spíše viskózní charakter 
– ztrátový modul G´´ je vyšší než je hodnota elastického modulu G´. Od bodu protnutí bude 
mít elastický modul vyšší hodnoty než viskozitní modul. Hodnoty G´ modulu nepřevyšují 
v celém oboru frekvence či převážné části modul ztrátový G´´. Z reologického hlediska se 
tedy nejedná o tuhé elastické gely, ale spíše o viskoelastický polymerní materiál. Všechny 
vzorky gelů vykazovaly viskoelastické chování. Jak již bylo řečeno, vzorky odolávají 
konstantní deformaci lépe při vyšších frekvencích a jejich charakter je nejelastičtější, zatímco 
při nižších frekvencích mají tyto materiály viskóznější charakter. 
Byl zkoumán vliv koncentrace, molekulové hmotnosti HyA a koncentrace CTAB na 
velikost hodnot obou modulů G´ a G´´ a posun bodu jejich protnutí. 
Prvně byly proměřeny zásobní roztoky HyA, kde v závislosti na molekulové hmotnosti 
dochází k nárůstu hodnot modulů a posunu bodu protnutí doleva – největší viskoelastický 
charakter mají vzorky s nejvyšší molekulovou hmotností. Srovnáním hodnot modulů 
zásobních roztoků s příslušnými gely (zřetelný nárůst modulů G´ a G´´) lze soudit vliv 
přídavku CTAB jako spoje („linker”) mezi řetězci HyA, jež umožňuje tvorbu gelu, čímž se 
zvyšuje i viskoelastický charakter. 
U vzorků gelů byl zaznamenán znatelný pokles hodnot obou modulů a posunutí jejich 
průsečíku k vyšší hodnotě úhlové frekvence s rostoucí koncentrací HyA, což také 
koresponduje s výsledky stanovení obsahu sušiny v gelu – tato hodnota je mnohem vyšší pro 
0,5% roztok. Molekulová hmotnost HyA nemá příliš vliv na velikost hodnot daných modulů, 
naproti tomu dochází k posunu bodu protnutí křivek modulů k nižším hodnotám úhlové 
frekvence a tím pádem již při poměrně nízké hodnotě úhlové frekvence začne převládat 
elastický modul G´. 
Vliv různé koncentrace CTAB na posun křivek modulů a polohu jejich průsečíku, lze 
vysvětlit na základě poměru vazných míst na řetězci HyA a CTAB. Byl zaznamenán posun 
křivek modulů k vyšším hodnotám u vzorků s poměrem vazných míst 1:4 (0,5% HyA 
s 50 mM CTAB či 2% HyA s 200 mM CTAB). Lze tedy předpokládat, že u gelů s tímto 
poměrem dochází k nárůstu hodnot modulů a posunu bodu protnutí k nižším hodnotám 
úhlové frekvence (nárůst elastického charakteru gelu) v porovnání s dalšími vzorky 
v poměrech 1:16 (0,5% roztok s 200 mM CTAB) či 1:1 (2% roztok s 50 mM CTAB). 
Z těchto faktů plyne závislost vlivu koncentrace CTAB na zvolené koncentraci HyA. 
Dalším ukazatelem pevnosti a elastických vlastností gelů je ztrátový úhel. Jeho nejvyšší 
hodnota se u měřených gelů pohybovala do 120 °, což svědčí částečně o elastickém 
charakteru vzorků. Se snižující se frekvencí dochází ke zvýšení ztrátového úhlu – jelikož se 
jedná o viskoelastické materiály. Byl pozorován vliv koncentrace HyA – při její vyšší hodnotě 
(2%) je křivka ztrátového úhlu položena výše, což svědčí o více viskózním charakteru vzorku 
v porovnání s gelem s nižší koncentrací HyA (0,5%), jež má charakter více elastický. Tento 
fakt je v souladu s výsledky zjištěných ze závislosti modulů na úhlové frekvenci. 
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K charakterizaci reologických vlastností gelů byly také použity tokové testy. Pro srovnání 
se vzorky gelů byly také proměřeny zásobní roztoky HyA. Při nízkých smykových 
rychlostech je viskozita vysoká a vzorky se chovají jako newtonovské. Při zvýšení smykové 
rychlosti dochází k poklesu viskozity, což je příkladem pseudoplastického chování. 
Byly porovnávány hodnoty viskozit naměřených u gelů a příslušných zásobních roztoků. 
U připravených gelů dochází k nárůstu limitní viskozity („zero-rate viscosity“) i v rámci 
několika řádů v porovnání s příslušnými zásobními roztoky, což slouží jako důkaz poměrně 
silné elektrostatické interakce mezi CTAB a řetězci HyA. 
U samotných zásobních roztoků HyA dochází k nárůstu hodnot viskozit s rostoucí 
koncentrací HyA. Velmi zajímavý fakt vyplývá z porovnání výsledků s měřením vzorků gelů 
– trend závislosti na koncentraci je přesně opačný – hodnota viskozity při nízké smykové 
rychlosti je vyšší pro vzorek s nižší koncentrací HyA. Byla zjištěna analogie s výsledky 
měření frekvenčních testů, kde byly hodnoty modulů u gelů s nižší koncentrací HyA vyšší 
a bod protnutí křivek („cross-over point“) je posunut více nalevo. Tyto závěry také souhlasí 
s pozorováním charakteru gelů – vzorek s obsahem 0,5% HyA je mnohem tužší, ale vzniká 
v menším množství než v případě 2% roztoku HyA. 
Byla zjištěna závislost viskozity na molekulové hmotnosti HyA. Vzorek s nižší 
molekulovou hmotností HyA má i řádově menší danou hodnotu viskozity v porovnání s HyA 
s vyšší molekulovou hmotností. 
Stejně jako v případě měření modulů lze odůvodnit vliv koncentrace CTAB na hodnotu 
viskozity na základě poměru vazných míst na řetězci HyA a CTAB – při poměru 1:4 je 
hodnota viskozity vyšší než v případě vzorků s jiným poměrem (1:1 či 1:16). Z pozorování 
a výsledků měření obsahu sušiny v gelu a následných reologických testů se zdá být vhodná 
hodnota poměru vazných míst 1:4 (HyA:CTAB) pro přípravu hyaluronových gelů 
s nejelastičtějším charakterem ve srovnání s ostatními stanovovanými gely. 
Diplomová práce byla zaměřena na studium fyzikálních gelů s hydrofobními doménami. 
Byly navrhnuty, připraveny a charakterizovány fyzikální gely na bázi hyaluronan-tenzid. 
Jedinečné fyzikální vlastnosti hydrogelů způsobují zájem o jejich využití jako potencionálních 
nosičových systémů biologicky aktivních látek. Vysoce porézní struktura tří-dimenzionální 
sítě gelu umožňuje ukládání  léčiva do matrix gelu. Hydrogely za použití hyaluronanu jsou 
diskutovány v kapitole Současný stav řešené problematiky. Pro aplikaci hyaluronových gelů 
v medicíně či kosmetice je potřeba mimo jiné charakterizovat vlastnosti připravených gelů 
z hlediska obsahu vody (určení obsahu sušiny v gelu) a konzistence (viskoelastický charakter 
gelů byl stanovován pomocí reologických testů). Z výše uvedených závěrů vyplývá splnění 
zadání diplomové práce. 
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8 SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
8.1 Seznam pouţitých zkratek 
Zkratka Význam 
HyA hyaluronan, kyselina hyaluronová, sodná sůl kyseliny hyaluronové 
CMC kritická micelární koncentrace 
CAC kritická agregační koncentrace 
CTAB cetyltrimethylammonium bromid (16 uhlíků v řetězci) 
CnTAB alkyltrimethylammonium bromid (n je počet uhlíků v řetězci) 
TTAB tetradecyltrimethylammonium bromid 
NaPA polyakrylát sodný 
PA polyakrylát 
SDS sodium dodecyl sulfát 
CMC karboxymethyl celulóza 
8.2 Seznam pouţitých symbolů 
Symbol Název veličiny Jednotka 
M molární hmotnost mol·dm–3 
mM molární hmotnost mmol·dm–3 
Da dalton g·mol–1 
Mw molekulová hmotnost HyA Da 
De Debořino číslo - 
tR, tP relaxační čas, čas pozorování s 
τ tečné napětí N·m–2 
F síla působící na jednotku plochu A N 
A plocha m
2 
γ deformace % 
 smyková rychlost s–1 
 dynamická viskozita Pa·s 
ν kinematická viskozita m2·s–1 
δ ztrátový úhel ° 
ω úhlová frekvence rad s–1 
G´ ztrátový modul Pa 
G´´ elastický modul Pa 
 limitní viskozita („zero-rate viscosity“) Pa·s 
 asymptotická viskozita („infinitive-rate viscosity“) Pa·s 
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9 SEZNAM PŘÍLOH 
Příloha 1: Fotografie sušících vah se vzorkem 
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10 PŘÍLOHY 
10.1 Příloha 1 
   
Obr. 54 Analyzátor vlhkosti – sušící váhy: před sušením (vlevo), při procesu sušení 
(vpravo) 
